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RESUMO 
 

 

A anaplasmose bovina, causada pela rickettsia intraeritrocítica Anaplasma marginale (ordem 

Rickettsiales, família Anaplasmataceae), é uma doença economicamente importante de 

bovinos e é endêmica em regiões tropicais e subtropicais do mundo. As proteínas principais 

de superfície (MSPs) têm sido muito utilizadas em estudos envolvendo A. marginale, sendo 

MSP1a uma das mais estudadas, pois esta é uma adesina de eritrócitos bovinos e células de 

carrapato, possuindo assim um papel importante no fenótipo de transmissão do agente. Ao 

mesmo tempo, é considerada um marcador estável para cepas de A. marginale, uma vez que 

possui uma região C-terminal altamente conservada e uma região N- terminal, altamente 

variável, porém, constante para cepas. Acredita-se que esta proteína pode sofrer pressão 

seletiva pois possui um epítopo sensível à neutralização em sua região variável. Assim, em 

alterações casuais da estrutura das sequências repetidas devido à mutação, cepas bem 

adaptadas poderiam prevalecer no ambiente. Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar a 

diversidade do gene msp1 α de A. marginale na infecção aguda e crônica em um bezerro 

imunocompetente experimentalmente infectado e em carrapatos. No estudo, foi utilizado um 

bezerro, que foi infectado experimentalmente com a cepa AmRio 1 de A. marginale por via 

endovenosa. Este bezerro foi acompanhado através da observação de sinais clínicos, 

temperatura retal, esfregaços sanguíneos e hematócrito do dia 2 após infecção experimental 

até o dia 28 após infecção. O bovino posteriormente foi infestado com 1g de larvas de 

carrapatos Rhipicephalus (Boophilus) microplus. O sangue do bezerro foi colhido entre o dia 

2 ao dia 119 pós infecção. Os carrapatos foram recuperados na fase de partenógina (n=61) 

sendo 43 submetidos à dissecção para remoção de intestino e glândula salivar, e 18 para a 

coleta de saliva utilizando pilocarpina 2%. As amostras foram submetidas à Reação em 

Cadeia da Polimerase (PCR), possuindo como gene alvo msp1 α. O produto desta reação foi 

enviado para sequenciamento em ambas as direções. Após a inoculação da cepa AmRio 1 de 

A. marginale, o bovino apresentou sinais clínicos e alterações em hematócrito e temperatura, 

havendo necessidade de tratamento de suporte para a recuperação do animal. Isto demonstra a 

patogenicidade da cepa. Todas as amostras do bezerro e dos carrapatos foram positivas na 

PCR. As sequências revelaram uma estabilidade nas sequências repetidas de MSP1a, tanto na 

infecção aguda quanto na crônica no bezerro e em todos os órgãos e salivas de carrapato. A 

positividade das salivas de carrapato sugere que a cepa AmRio 1 de A. marginale é 

transmitida biologicamente por R. (Boophilus) microplus. Além disto, nos órgãos de carrapato 

havia grandes quantidades de DNA de A. marginale, indicando a replicação do agente. 

 

Palavras-chave: Anaplasmose; AmRio 1; MSP1a; Bovino; Rhipicephalus (Boophilus) 

microplus. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 
 

 

Bovine anaplasmosis, caused by intraerythrocytic rickettsia Anaplasma marginale 

(Rickettsiales: Anaplasmataceae), is an economically important disease of cattle which is 

endemic in tropical and subtropical regions of the world. Major surface proteins (MSP) have 

been widely used in studies involving A. marginale, MSP1a being one of the most studied 

because it is an adhesin for bovine erythrocytes and tick cells, thus having an important role in 

the agent's transmission phenotype. At the same time, it is regarded as a stable marker for 

strains of A. marginale, since it has a highly conserved C-terminal region and a highly 

variable N-terminal region, but constant for strains. It is believed that this protein can undergo 

selective pressure because it has a neutralization-sensitive epitope in its variable region. 

Therefore, in random changes in the structure of tandem repeats due to mutation, well-adapted 

strains could prevail in the environment. Thus, the aim of this study was to evaluate the 

diversity of msp1 α gene of A. marginale in acute and chronic infection in one experimentally 

infected immunocompetent calf and in ticks. In the study, a calf, which was experimentally 

infected intravenously with AmRio 1 strain of A. marginale, was used. This calf was 

monitored by observing clinical signs, rectal temperature, blood smears and hematocrit of 

day-2 after experimental infection until the day 28 after infection. The bovine was 

subsequently infested with 1g of Rhipicephalus (Boophilus) microplus larvae. The calf's blood 

was collected from day 2 to day 119 after infection. Ticks were recovered in partenogenetic 

phase (n=61) and 43 underwent dissection to remove the gut and salivary gland, and 18 for 

saliva collection using pilocarpine 2%. The samples were submitted to Polymerase Chain 

Reaction (PCR), having msp1 α as target gene. The product of this reaction was submitted for 

sequencing in both directions. After inoculation of the strain AmRio 1 of A. marginale, the 

bovine showed clinical signs and changes in hematocrit and temperature, with supportive 

treatment necessary for the animal's recovery. This demonstrates the pathogenicity of the 

strain. All samples of the calf and the ticks were positive in PCR. The sequences revealed a 

stability in repeated sequences of MSP1a in both acute and chronic infection in the calf and 

all tick organs and saliva. Positivity of tick saliva suggests that the strain AmRio 1 of A. 

marginale is transmitted biologically by R. (Boophilus) microplus. In addition, tick organs 

had large amounts of DNA of A. marginale, indicating the agent's replication. 

 

Keywords: Anaplasmosis; AmRio 1; MSP1a; Bovine; Rhipicephalus (Boophilus) 

microplus. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

A anaplasmose bovina, causada pela rickettsia intraeritrocítica Anaplasma marginale 

(ordem Rickettsiales, família Anaplasmataceae), é uma doença economicamente importante 

de bovinos e é endêmica em regiões tropicais e subtropicais do mundo (KOCAN et al., 2003, 

2004). Este patógeno pode ser transmitido biologicamente por carrapatos, mecanicamente por 

fômites ou aparelho bucal de dípteros hematófagos (KOCAN et al., 2003, 2004), e, menos 

comumente, por transmissão transplacentária de vacas aos bezerros (AUBRY et al., 1986). Os 

prejuízos econômicos provocados pelo agente, ocorrem devido à perda de peso, anemia 

severa, abortamentos e morte dos animais infectados (BARBET et al., 1999).  

Anaplasma marginale foi descrito a primeira vez na África do Sul, como “pontos 

marginais” em eritrócitos (Theiler, 1910). O período de incubação da anaplasmose pode ser 7 

a 60 dias, com uma média de 28 dias. Depois que a infecção intraeritrocítica se inicia, o 

número de eritrócitos parasitados aumenta geometricamente (KOCAN et al., 2010). Dentro 

destas células os corpúsculos de inclusão ligados à membrana contêm de 4-8 rickettsias, e na 

infecção aguda 70% dos eritrócitos ou mais podem se tornar infectados. A remoção de 

eritrócitos pelo sistema retículo endotelial resulta em anemia de leve a severa e icterícia 

(RICHEY., 1981).  

Os sinais clínicos da doença podem incluir febre, perda de peso, abortamento, letargia, 

icterícia, e frequentemente morte em animais com mais de 2 anos de idade (RISTIC., 1977). 

Bovinos que sobrevivem à infecção aguda por A. marginale, desenvolvem a infecção 

persistente, caracterizada por baixa ricketsemia atingindo no máximo 106 eritrócitos 

infectados por mL (FRENCH et al., 1998, 1999; KIESER et al., 1990). Bovinos 

persistentemente infectados ou “portadores” possuem uma imunidade de longo prazo, e uma 

vez expostos, não desenvolvem doença clínica. Porém, estes animais se tornam uma fonte de 

infecção da rickettsia para os vetores da doença (RISTIC., 1960; ERIKS et al., 1989).  

Anplasma marginale é distribuído mundialmente em regiões tropicais e subtropicais 

do Novo mundo, Europa, África, Ásia e Austrália (KOCAN et al., 2004). Muitos isolados 

geográficos de A. marginale foram identificados na América do Norte e Sul, e diferem em 

morfologia, sequência protéica, características antigênicas e sua habilidade de transmissão por 

carrapatos (SMITH et al., 1986; WICKWIRE et al., 1987; ALLRED et al., 1990; 

RODRIGUEZ et al. 2000; DE LA FUENTE et al., 2001a, c, 2003a; PALMER, et al., 2001).  

Seis Proteínas Principais de Superfície (MSPs) foram descritas em A. marginale 

oriundos de eritrócitos bovinos e mantidos em cultivo celular (KOCAN, et al., 2000). Três 

destas MSPs, MSP1a, MSP4 e MSP5, são codificadas por um único gene, e não variam 

antigenicamente durante a multiplicação da bactéria (BARBET et al., 1987; ALLRED et al., 

1990; BOWIE et al., 2002), enquanto as outras três, MSP1b, MSP2 e MSP3, são de famílias 

multigênicas, e podem variar antigenicamente, mais notavelmente em infecções persistentes 

em bovinos (FRENCH et al., 1998; FRENCH, BROWN ; PALMER, 1999; BARBET et al., 

2000, 2001; BRAYTON et al., 2001, 2002; MEEUS ; BARBET, 2001; BOWIE et al., 2002).  

MSP1 é um heterodímero composto por duas estruturas não relacionadas de 

polipeptídeos denominados MSP1a e MSP1b. A estrutura da proteína MSP1a é formada por 

uma região conservada, na porção C-terminal e uma região variável, na porção N-terminal da 

proteína MSP1a onde ocorrem as sequências repetidas (ALLRED et al., 1990; DE LA 

FUENTE et al., 2005, 2007). MSP1a é uma proteína codificada pelo gene msp1 α (ALLRED 

et al., 1990) e está relacionada com a adesão à eritrócitos bovinos e células de carrapato (DE 

LA FUENTE et al., 2001 a, b; MCGAREY; ALLRED, 1994).  
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Devido à variação da porção variável de msp1 α, este gene tem sido utilizado como 

um marcador genético estável para a identificação de isolados de A. marginale (BARBET et 

al. 1987, 1999; DE LA FUENTE et al., 2001c, 2001d). Além disto, MSP1a possui um epítopo 

sensível à neutralização (PALMER et al. 1987), sendo assim um candidato à antígeno vacinal. 

Na região variável da MSP1a, o códon da posição 10 da sequência repetida 4 é o que 

apresenta maior diversidade sob pressão negativa (SILVA et al., 2015a). Esta posição de 

aminoácido está presente em um epítopo imunodominante de células B para A. marginale 

(GARCIA-GARCIA et al., 2004). Isto sugere que esta sequência repetida pode estar sob 

pressão seletiva do sistema imune do hospedeiro, sobretudo em animais com infecção 

persistente (SILVA et al., 2015a).  

A cepa AmRio 1 de A. marginale, isolada de um bezerro com infecção persistente no 

estado do Rio de Janeiro, pertence ao genótipo E, e possui em suas sequências repetidas da 

proteína MSP1a os polipeptídeos 162-F-17-F-F (BAÊTA et al., 2015). O genótipo E é o mais 

prevalente no Brasil, sendo considerado bem adaptado pela sua dominância no sudeste 

brasileiro (SILVA et al., 2015b). Porém, embora isolada e cultivada, ainda não foram 

realizados trabalhos observando fatores como transmissão vetorial e patogenicidade em 

bovinos da cepa AmRio1 de A. marginale. 

Desta forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar a patogenicidade da cepa 

AmRio 1, a capacidade infectante de AmRio 1 de A. marginale a carrapatos Rhipicephalus 

(Boophilus) microplus, e a diversidade genética da MSP1a da cepa AmRio1 de A. marginale 

na infecção aguda e crônica em um bezerro e em carrapatos R. (B.) microplus 

experimentalmente infectados. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1 Anaplasma marginale 

2.1.1 Taxonomia 

Anaplasma marginale é classificado dentro da ordem Rickettsiales que recentemente 

foi reorganizada em duas famílias, Anaplasmataceae and Rickettsiaceae, baseada na análise 

genética de 16S rRNA, groELS e genes de proteínas de superfície (DUMLER et al., 2001). 

Organismos da família Anaplasmataceae são organismos intracelulares obrigatórios que são 

encontrados exclusivamente ligados a membrana dentro de vacúolos no citoplasma da célula 

hospedeira (KOCAN et al., 2004). Dentro da família Anaplasmataceae, a análise filogenética 

suporta a formação de quatro grupos genéticos de organismos: Anaplasma com 96,1% de 

similaridade; Ehrlichia com 97,7 de similaridade; Wolbachia com um mínimo de 95,6% de 

similaridade; e Neorickettsia com um mínimo de 94,9% de similaridade (DUMLER et al., 

2001). O gênero Anaplasma atualmente inclui A. marginale, A. centrale e A. ovis, A. bovis, A. 

phagocytophilum e A. platys (DUMLER et al., 2001). 

 

2.1.2 Distribuição 

A anaplasmose bovina ocorre em áreas tropicais e subtropicais em todo o mundo, e é o 

maior obstáculo na pecuária em muitos países (KOCAN et al., 2010). É endêmica no México, 

América Central, Ilhas Caribenhas, Ásia, África (KOCAN et al., 2010) e em todos os países 

da América do Sul, com exceção das áreas montanhosas e desérticas, como os Andes 

(GUGLIELMONE, 1995). Na Europa, está presente principalmente nos países mediterrâneos, 

e inclui infecções em animais selvagens (DE LA FUENTE et al., 2005). 

  Anaplasma marginale é enzoótico em todo o Brasil (ARAÚJO et al., 2003). Estudos 

epidemiológicos mostram uma soroprevalência de 16,3% no semi-árido Sergipano 

(OLIVEIRA et al., 2002), de 74,5% no estado do Pará (SILVA et al, 2014a), 98,6% no estado 

de Rondônia (BRITO et al., 2010), 92,44% no estado do Acre (BRITO et al, 2010), próximo à 

100% no estado do Rio de Janeiro (SOUZA et al, 2000; SILVA et al, 2015a), 97% na Região 

Semiárida da Bahia (BARROS et al, 2005), e de 58,74% a 92,94% no estado do Paraná 

(MARANA et al., 2009; ANDRADE et al., 2001). Assim, a maior parte do território 

brasileiro encontra-se em estabilidade enzoótica, segundo critérios estabelecidos para o 

sistema Rhipicephalus microplus-Babesia bovis na Australia (MAHONEY e ROSS, 1972). 

Porém, a estabilidade e instabilidade enzoótica depende de muitos fatores que vão além da 

avaliação da prevalência sorológica de A. marginale, como a taxa de infestação por carrapatos 

e identificação das cepas/genótipos de A. marginale (SILVA et al., 2015a). 

 

2.1.3 Transmissão 

A transmissão mecânica de A. marginale pode ser efetuada quando sangue infectado é 

transferido à bovinos suscetíveis via fômites ou aparelho bucal de carrapatos e de insetos 

picadores (EWING, 1981; KOCAN et al., 2003, 2004) como dípteros picadores do gênero 

Tabanus, Stomoxys, e várias espécies de mosquito (POTGIETER, 1979; EWING, 1981; 

FOIL, 1989). Frequentemente esta transmissão ocorre via fômites contaminados, incluindo 

agulhas, instrumentos de descorna e de contenção, tatuagem e castração, e brincos de 

identificação (KOCAN et al., 2010).  

A transmissão biológica de A. marginale é realizada por carrapatos, e 

aproximadamente 20 espécies são consideradas vetores mundialmente (DIKMANS, 1950; 

EWING, 1981). No geral, carrapatos vetores de A. marginale incluem Boophilus spp, alguns 
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Dermacentor spp, Ixodes ricinus e Rhipicephalus spp, enquanto Amblyomma spp. não é 

considerado um transmissor do agente.  Scoles et al. (2005) documentaram que a transmissão 

biológica por carrapatos foi mais eficiente que a transmissão mecânica por Stomoxys 

calcitrans, a mosca dos estábulos. A transmissão entre carrapatos pode ser transestadial (entre 

estágios evolutivos) ou intraestadial (dentro de um estágio evolutivo) (KOCAN et al., 1992 a, 

b), enquanto a transmissão transovariana de uma geração de carrapatos para a próxima não foi 

comprovada (STICH et al., 1989). Carrapatos machos podem ser um importante mecanismo 

de transmissão de A. marginale em carrapatos de um único hospedeiro, como o carrapato 

Rhipicephalus (Boophilus) spp. e D. albipictus, pois podem se deslocar de um hospedeiro a 

outro, transmitindo o agente (KOCAN et al., 1992 a, b). Carrapatos machos infectados 

funcionam como um reservatório de A. marginale, contribuindo desta forma para a infecção 

persistente de bovinos (GE et al., 1996; KOCAN et al., 1992 a, b, 2000; PALMER et al., 

2001).  

A transmissão transplacentária de A. marginale pode ocorrer quando vacas 

desenvolvem anaplasmose aguda durante a gestação (ZAUGG; KUTTLER, 1984) ou 

condições de constantes reinfecções em áreas endêmicas (POTGIETER; VANRENSBURG, 

1987). Silva et al. (2014b) relataram um alto número de animais infectados ainda no interior 

do útero. A raça, a densidade de animais no rebanho e infestação por carrapatos são fatores de 

risco para a prevalência da transmissão transplacentária (SILVA et al., 2014b). Silva, et al. 

(2015a) avaliaram animais nascidos infectados em um rebanho do Rio de Janeiro e 

encontraram as sequências repetidas 4–63–27, 78–24²–25–31 e τ–10²–15 da proteína MSP1a. 

Entre 19 sequências repetidas de MSP1a circulantes, somente estas três foram observadas 

relacionadas à transmissão transplacentária, sendo detectadas por Silva et al. (2015a) em 

17,6% dos animais, enquanto Silvestre et al. (2016) obtiveram 10% de bovinos nascidos 

positivos para A. marginale. Achados semelhantes foram encontrados por Potgieter e Van 

Rensburg. (1987) e Grau et al. (2013) com taxas de incidência de 15,6% e 10,5% 

respectivamente, sem sinais clínicos. Isto sugere que a este tipo de transmissão pode ter uma 

importância maior do que se supõe até hoje em áreas endêmicas (SILVA et al., 2015a). A 

transmissão vertical é considerada um fenômeno importante que contribui para a persistência 

de várias cepas de A. marginale dentro de um mesmo rebanho (POHL et al., 2013). 

  

2.1.4 Ciclo de vida de Anaplasma marginale 

Eritrócitos infectados contendo os corpúsculos densos, são ingeridos pelo carrapato, 

funcionando como uma fonte de infecção para as células intestinais do vetor biológico 

(KOCAN et al., 2010). Depois do desenvolvimento de A. marginale nas células intestinais do 

carrapato, muitos outros tecidos se tornam infectados, incluindo glândulas salivares, de onde a 

rickettsia será transmitida aos vertebrados durante a alimentação (KOCAN et al., 1986, 1992 

a, b; GE et al. 1996).  

A cada sítio de infecção em carrapatos, A. marginale se desenvolve dentro de vacúolos 

ligados à membrana denominados colônias. A primeira forma de A. marginale vista dentro da 

colônia é a forma reticulada (vegetativa) que se divide por fissão binária formando grandes 

colônias que podem conter milhares de organismos. A forma reticulada pode mudar para a 

forma densa, que é a forma infectante e que sobrevive fora das células (KOCAN et al., 2010). 

Bovinos se tornam infectados quando a forma densa de A. marginale é transmitida 

durante a alimentação do carrapato, via saliva. Eritrócitos são o único sítio de replicação de A. 

marginale em bovinos (KOCAN et al., 2010). A. marginale dentro de eritrócitos bovinos, 

forma inclusões ligadas à membrana (corpúsculo iniciais), que contém de 4 a 8 rickettsias, e 

durante a infecção aguda 70% ou mais das células podem ser parasitadas (RISTIC, 1977; 

RICHEY, 1981). O período de incubação varia de 7 a 60 dias, com média de 28 dias. Após o 
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número de eritrócitos infectados crescer geometricamente, estes são fagocitados por células 

reticuloendoteliais, resultando em anemia de branda a severa e icterícia sem hemoglobinemia 

ou hemoglobinúria (KOCAN et al., 2010).  

 

2.2 Proteína MSP1a 

Anaplasma marginale possui mais de 20 proteínas que induzem imunidade protetora, 

sendo algumas capazes de realizar variação em sua estrutura molecular (KOCAN et al., 

2010). Foram relatadas seis Proteínas Principais de Superfície em A. marginale infectando 

eritrócitos bovinos e células de carrapato. Três destas MSPs, nomeadas MSP1a, MSP4 e 

MSP5, são codificadas por um único gene, e não variam antigenicamente durante a 

multiplicação da bactéria, enquanto as outras três, MSP1b, MSP2 e MSP3, são de famílias 

multigênicas, e podem variar antigenicamente (KOCAN et al., 2003a).  

As proteínas de superfície MSP2 e MSP3 são imunodominantes e tem uma capacidade 

de variação que resulta na evasão do sistema imune do hospedeiro (MEEUS et al., 2003; 

FRENCH et al., 1999; BROWN et al., 2003). 

Enquanto que se acredita que a função biológica de MSP4 esteja relacionada à 

interação patógeno-hospedeiro. Esta MSP é considerada um marcador filogeográfico de cepas 

de A. marginale (DE LA FUENTE et al., 2003 b, c).  

MSP5 é uma proteína altamente conservada entre cepas de Anaplasma margirnale e é 

amplamente utilizada em testes diagnósticos (NDUNG’U et al., 1995; TEBELE et al., 1991; 

VISSER et al., 1992). 

MSP1 é um heterodímero composto por duas estruturas não relacionadas ligadas de 

forma não covalente denominadas MSP1a e MSP1b (BARBET; ALLRED, 1991). MSP1b é 

codificada por uma família mutagênica composta por dois genes (msp1b1 e msp1b2) e três 

genes (mspb1pg, msp1b2pg e msp1b3pq) que se recombinam, aumentando a diversidade 

genética (BARBET; ALLRED, 1991) e está relacionada à adesão à eritrócitos bovinos (DE 

LA FUENTE et al., 2001e).  

A proteína MSP1a possui região C-terminal conservada e a região N-terminal variável, 

onde ocorrem as sequências repetidas (ALLRED et al., 1990). Há variações tanto no número 

de repetições quanto na presença de diferentes peptídeos que podem compor estas sequencias 

repetidas entre os aminoácidos 28 ou 29 (ALLRED et al. 1990; DE LA FUENTE et al., 

2001c, d, 2002, 2003 a, b, c). Sendo a porção variável da proteína constante para cada cepa 

(DE LA FUENTE et al., 2003a). Desta forma, é utilizada para a classificação de cepas de A. 

marginale (DE LA FUENTE et al., 2001a). Esta proteína está envolvida na adesão de A. 

marginale a eritrócitos bovinos e células de carrapato e, portanto, é um determinante da 

infecção para bovinos e transmissão de A. marginale por carrapatos (CABEZAS-CRUZ et al., 

2013). Se observou que MSP1a está relacionada a interações entre parasitos, hospedeiros 

vertebrados e invertebrados (DE LA FUENTE et al., 2001c, 2003a, 2005; KOCAN et al., 

2003, 2004; BRAYTON et al., 2005).  A MSP1a possui epítopos sensíveis à neutralização por 

célula B que são conservados entre cepas heterólogas de A. marginale (PALMER et al., 1987; 

OBERLE et al., 1988).  

Em todo o mundo, 131 cepas de A. marginale e 79 sequências repetidas de MSP1a 

foram caracterizadas (DE LA FUENTE et al., 2007). Estes resultados confirmam a 

heterogeneidade genética das cepas de A. marginale em áreas endêmicas em todo o mundo 

(KOCAN et al., 2010). Porém, a diversidade genética não resulta em evolução, a menos que 

uma variante com maior aptidão surja em condições que promovam o desequilíbrio e 

favoreçam a evolução aleatória rápida (DE LA FUENTE et al., 2001a). Assim, sequências do 

tipo selvagem ou sequência mestre, nessa situação permanecem inalteradas (DE LA FUENTE 

et al., 1999). No estudo de Silva et al. (2015a), foi concluído que pode ocorrer circulação de 



6 

 

várias sequências repetidas MSP1a de A. marginale em um mesmo animal, e estas ficam sob 

constante variação. 

Nas sequências repetidas de MSP1a há aminoácidos carregados negativamente, o 

ácido aspártico e glutâmico, na posição 20, que são essenciais na ligação de MSP1a ao extrato 

celular de carrapato (CABEZAS-CRUZ et al., 2013). Isto sugere que a posição do aminoácido 

20 é fundamental para a ligação de A. marginale a células de carrapato (CABEZAS-CRUZ et 

al., 2013).  A análise das sequencias repetidas de MSP1a contribui para o entendimento da 

diversidade genética de A. marginale dentro de regiões específicas, bem como oferecendo 

informações sobre a evolução da interação patógeno-hospedeiro (DE LA FUENTE et al., 

2003a, 2004, 2007; ESTRADA-PEÑA et al., 2009). Análises utilizando genes conservados 

como o gene 16S fornecem informações de agentes que divergiram há tempos, oferecendo 

dados do “tronco” da árvore filogenética. MSP1a é um gene utilizado para classificação de 

cepas, definindo assim as “folhas” da árvore filogenética de A. marginale (DE LA FUENTE 

et al., 2001f).  

Introduções de diferentes cepas em uma mesma região tem contribuído com a 

diversidade genética observada em A. marginale (KOCAN et al., 2010). Estudos anteriores 

mostram que, na América do Sul, as sequências repetidas da MSP1a mais frequentes são 4, 8, 

16, 56, 60, 64, 67, α, β, γ, π e τ (ESTRADA-PEÑA et al., 2009). Na primeira repetição, as 

sequencias repetidas mais frequentes descritas em cepas do Brasil foram 16, α e τ no Paraná 

(VIDOTTO et al., 2006), 72 e α em Minas Gerais (POHL et al., 2013), e 4 e τ no Rio de 

Janeiro (SILVA et al., 2015a). A análise das sequências microssatélites de MSP1a tem como 

resultado cinco (B, C, D, E e G) diferentes genótipos entre as cepas de A. marginale no Brasil, 

sendo o genótipo E o mais prevalente, e desta forma, considerado o mais bem adaptado e o 

mais competente para infectar hospedeiros (VIDOTTO et al., 2006; POHL et al., 2013; 

SILVA et al., 2015a).  

Embora os genótipos B, C, D e G também tenham sido previamente detectados na 

Argentina e no Brasil (DE LA FUENTE et al., 2004; VIDOTTO et al., 2006; RUYBAL et al., 

2009; POHL et al., 2013). O genótipo G é o mais encontrado mundialmente e tem sido 

considerado o tipo mais prevalente em ecoregiões da África do Sul, EUA e México 

(ESTRADA-PEÑA et al., 2009). A cepa α- β³- Γ foi a mais prevalente em um estudo 

realizado no estado de São Paulo (SILVA et al., 2015b). E foi identificada como uma cepa 

altamente transmissível, já que foi observada no Brasil, México, Argentina e Taiwan. A cepa 

4-63-27 foi a mais prevalente no Rio de Janeiro (SILVA et al., 2015a).  

 

2.3 Cepa AmRio 1 de Anaplasma marginale 

A cepa AmRio 1 foi isolada por Baêta et al. (2015), a partir de amostras de sangue 

coletadas de um bovino naturalmente infectado com infecção persistente, oriundo de uma 

propriedade da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil. Esta 

cepa foi isolada e é mantida no Laboratório de Doenças Parasitárias em células embrionárias 

de Ixodes escapularis (IDE8) (MUNDERLOH et al., 1996) em meio Leibovitz L15B 

contendo 5% de soro fetal bovino inativado, NaHCO 3 (2.5g/L) e HEPES (MUNDERLOH et 

al., 1996).  

A análise do microssatélite de msp1 α da cepa AmRio 1 resultou no genótipo E, e a 

sequência repetida 162 foi reportada pela primeira vez (BAÊTA et al., 2015). A análise da 

estrutura das sequências repetidas da cepa AmRio 1 resultou nas repetições 162-F-17-F-F. 

Após seis passagens do agente em células IDE8, as sequências permaneceram as mesmas 

(BAÊTA et al., 2015).  

A análise filogenética da cepa AmRio 1, indica que esta cepa pertence ao grupamento 

α, que possui cepas previamente descritas no Brasil e Argentina. Embora pertencente ao 
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grupamento α, AmRio 1 diverge das demais cepas do mesmo grupamento quando comparadas 

as sequências repetidas, já que as cepas possuem predominantemente repetições α, β e Γ 

(BAÊTA et al., 2015). Isto sugere que é possível que a cepa AmRio 1 tenha um 

comportamento diferente no que se refere à transmissão de A. marginale quando comparada 

às outras cepas do mesmo grupamento, pois possui sequências repetidas totalmente diferentes. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS  
 

 

3.1 Delineamento experimental 

No estudo, foi utilizado um bezerro com 20 dias de idade, oriundo do setor de 

bovinocultura de leite, da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, após a ingestão do 

colostro, livre de patógenos, não-esplenectomizado. O bovino, da raça holandesa, foi mantido 

com alimentação baseada em 4 litros de leite administrados uma vez por dia, feno de alfafa, 

concentrado de farelo de trigo (Terneiras®) e água à vontade. Após 45 dias foi realizado o 

desmame do animal, sendo o mesmo mantido apenas com feno, concentrado e água. As 

instalações onde o bezerro se encontrava eram baias (4 x 4m), higienizadas diariamente e 

devidamente teladas. As baias foram tratadas previamente com o carrapaticida Amitraz 12,5% 

(Shering®-Plough Animal Health) no volume de 2,5 mL/m² diluído a 4mL/L durante 3 dias, e 

a vassoura de fogo 2 vezes por semana durante 4 semanas. O sangue do bovino foi submetido 

à Reação em cadeia da Polimerase (PCR) para o gene msp5 segundo protocolo de Singht et al. 

(2012) para verificar uma possível positividade para A. marginale. O diagnóstico negativo foi 

confirmado duas vezes: um e dois meses antes da inoculação. 

  A inoculação no bezerro foi feita a partir de células IDE8 (Ixodes escapularis) 

infectadas com a cepa AmRio 1 de Anaplasma marginale. Após a inóculação, observou-se o 

bovino clinicamente, realizou-se diariamente hematócritos, aferição da temperatura retal e a 

avaliação da parasitemia. O bezerro também foi infestado com larvas do carrapato 

Rhipicephalus (Boophilus) microplus e partenóginas foram recuperadas após a alimentação. A 

infestação foi realizada no dia 8 após inoculação do agente no bezerro. O presente estudo foi 

aprovado pela comissão de ética no uso dos animais (CEUA) da Universidade Federal Rural 

do Rio de Janeiro, com o número de protocolo 2134171215. 

 

3.2 Cultivo in vitro de Anaplasma marginale e inoculação no animal: 

A cepa AmRio 1 de A. marginale utilizada para preparar o inóculo é atualmente 

cultivada no Laboratório de Doenças Parasitárias, da Universidade Federal Rural do Rio de 

Janeiro (Figura 1). Esta cepa foi previamente isolada a partir de sangue de bovino infectado, 

por Baêta et al. (2015) e é mantida em cultivo de células embrionárias de carrapatos Ixodes 

escapularis (linhagem IDE8), em meio L15-B suplementado com 5% de Soro Fetal Bovino, 

NaHCO3(2.5 g/L) e HEPES (MUNDERLOH et al.,1996). A passagem do agente é realizada a 

cada trinta dias aproximadamente, e a renovação do meio é realizada duas vezes por semana.  

O inóculo foi preparado a partir de um cultivo com percentual de infecção superior à 

70%, avaliado em microscópio óptico (Olimpus BX41®100x) em esfregaços de citocentrífuga 

(Figura 2), que após confeccionados foram fixados em metanol durante três minutos e corados 

em Giemsa (Sigma Aldrich®) a 10% durante vinte e cinco minutos. Após a observação do 

esfregaço e confirmação do valor mínimo de infecção de 70%, os frascos sofreram rinsagem 

dentro do fluxo laminar utilizando-se pipeta pasteur estéril (Kasvi®) para o desprendimento da 

monocamada de células IDE8 infectadas na parede do frasco. Após isto, o meio contendo as 

células foi transferido para uma seringa contendo uma agulha curva, e utilizando-se esta 

agulha, o meio contendo as células foi desprezado num béquer estéril, de forma que ocorresse 

o rompimento de células infectadas que ainda estivessem íntegras. O meio contido no béquer 

foi transferido no volume de 1,5 mL para uma seringa de 3,0 mL com agulha para a realização 

da inoculação.  A inoculação foi realizada por via endovenosa, sendo administrado pela veia 

jugular. 
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Figura 1. Laboratório de Doenças Parasitárias. 

 

 

 

 

 
Figura 2. Inóculo de A. marginale em esfregaço de citocentrífuga corado em Giemsa 10%. 

São observadas colônias intracelulares em células de Ixodes escapularis (IDE8) (setas). 
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3.3 Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) para msp5 

  A detecção do gene alvo que codifica a proteína MSP5 (458bp) foi realizada no 

Laboratório de Doenças Parasitárias, na UFRRJ. Foi feita uma reação de seminested como 

triagem para detecção de Anaplasma spp. utilizando os oligonucleotídeos iniciadores (Singht 

et al., 2012): 

 

Amar msp5 eF: 5 GCA TAG CCT CCG CGT CTT TC 3 

Amar msp5 eR: 5 TCC TCG CCT TGG CCC TCA GA 3 

Amar msp5 iF: 5 TAC ACG TGC CCT ACC GAG TTA 3 

 

A primeira reação foi realizada com os oligonucleotídeos iniciadores Amar msp5 eF e 

Amar msp5 eR. A desnaturação inicial foi a 94°C por 5 minutos, seguida de 34 ciclos de 

desnaturação a 94°C por 1 minuto, o anelamento foi a 58°C por 1 minuto e extensão a 72°C 

por 1 minuto. A extensão final foi a 72°C por 10 minutos. 

A segunda reação foi realizada com os oligonucleotídeos iniciadores Amar msp5 iF e 

Amar msp5 eR. A desnaturação inicial foi a 94°C por 5 minutos, seguida de 34 ciclos de 

desnaturação a 94°C por 1 minuto, o anelamento foi a 58°C por 1 minuto e extensão a 72°C 

por 1 minuto. A extensão final foi a 72°C por 10 minutos. 

Ambas as reações foram realizadas utilizando aparelho termociclador (Thermal Cycler 

Biorad T100®). 

Em ambas as etapas o volume final de reação foi de 15 microlitros de mistura. A 

primeira reação continha 7,5 microlitros de Master Mix (Promega®, USA), 3,3 microlitros de 

água ultrapura estéril, 0,6 microlitro de cada oligonucleotídeo iniciador, Amar msp5 eF e 

Amar msp5 eR (ambos na concentração de 100 micromolar) e 3 microlitros de amostra de 

DNA. Enquanto segunda reação continha 7,5 microlitros de Master Mix (Promega®, USA), 

5,3 microlitros de água ultrapura estéril, 0,6 microlitro de cada oligonucleotídeo iniciador, 

Amar msp5 eF e Amar msp5 iF (ambos na concentração de 100 micromolar) e 1 microlitro 

produto da primeira reação.  

Os produtos da PCR foram analisados em gel de agarose 1,5%, corado com brometo 

de etídio. O tempo de corrida foi de 90 minutos, 80 V e intensidade de 160 em aparelho de 

eletroforese (PowerPac™ Basic Power Supply, Biorad®). 

A observação e fotografias do gel foram realizadas utilizando aparelho transiluminador 

(Transilluminator, Loccus Biotecnologia®) e equipamento de captura de imagem L-PIX STi 

(Loccus Biotecnologia®). 

 

3.4 Acompanhamento da infecção por Anaplasma marginale e obtenção das amostras do 

bovino 

A partir da infecção experimental do bezerro, o sangue do mesmo foi colhido nos dias 

1, 2, 3, 4, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 17, 21, 28 e 90 após a infecção. Foram realizados também 

nestes dias hematócrito, esfregaço sanguíneo e aferição de temperatura retal do animal. Além 

disto, o animal foi acompanhado clinicamente para a observação de possíveis manifestações 

clínicas como palidez de mucosas, icterícia e prostração. 

Os esfregaços sanguíneos foram confeccionados em lâminas de vidro, a partir uma 

gota de sangue utilizando uma lâmina extensora. Estes esfregaços foram fixados em metanol 

por 3 minutos e corados em Giemsa (Sigma Aldrich®) a 10%, durante 45 minutos, e foram 

visualizados em microscópio óptico (Olimpus BX41®) com objetiva de imersão de 100x. As 

células infectadas foram contadas em 20 campos aleatoriamente selecionados (250-300 

células por campo), e o número de células positivas foi calculado em valores percentuais. O 
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animal foi considerado infectado a partir de um volume globular menor que 28% (DOUGLAS 

e WARDROP, 2010) e parasitemia igual ou superior a 0.01% (RIBEIRO e REIS, 1981). 

O hematócrito foi feito utilizando tubos de microhematócrito, que foram preenchidos 

com sangue obtido a partir de coletas da veia jugular até 2/3 de seu comprimento, sua porção 

final foi fechada utilizando fogo, de uma lamparina. Estes tubos foram centrifugados em uma 

centrífuga de microhematócrito (Fanem®, São Paulo). Foram feitos dois hematócritos a cada 

amostra de sangue, e foi calculado a partir do volume total de sangue, o percentual de células 

presentes, utilizando régua. O resultado final foi a média do valor dos dois hematócritos 

(DOUGLAS e WARDROP, 2010). 

 

3.5 Origem dos carrapatos e Infestação do animal 

Os carrapatos, cedidos pelo professor Itabajara Vaz, pertenciam a colônia da cepa de 

Porto Alegre, livre de patógenos, mantida em bezerros holandeses (Bos taurus) livres de 

carrapatos e patógenos (Reck et al, 2009). A colônia foi mantida em BOD à 27 graus, com 

80% de umidade relativa do ar. 

O animal foi infestado com aproximadamente 20.000 larvas de carrapatos (1g de ovos) 

Rhipicephalus (Boophilus) microplus 15 dias após eclosão. O bovino foi infestado no dia 8 

após a inoculação de A. marginale. Os carrapatos foram recuperados posteriormente, na fase 

de partenógina, para a extração de intestino, glândula salivar e saliva. 

 

3.6 Obtenção das amostras oriundas de carrapato 

Os 61 carrapatos recuperados na fase de partenógina foram submetidos a dissecção por 

esgotamento (ANGELO, I.C. 2011) para a remoção de intestino, glândula salivar e saliva 

(Figura 3). Estes carrapatos foram colocados em placas de petri limpas, contendo PBS Tween 

(fosfato salina, pH 7,4 e Tween 20 a 5%). Foi utilizada uma tesoura oftálmica para a secção 

da região do gnatossoma do carrapato, e posteriormente o mesmo foi submetido à uma 

pressão da região posterior para a anterior a fim de esgotar todo o conteúdo de dentro do 

carrapato para a região seccionada, e consequente esgotamento da cutícula.  

Os órgãos após esgotamento foram lavados no PBS Tween contido na placa, e 

separados uns dos outros, para a remoção apenas do intestino e da glândula salivar. Após a 

separação, estes órgãos foram acondicionados em tubos de polipropileno contendo RNA later 

sendo organizados em pools de 5 órgãos para cada tubo, separando-se as glândulas salivares 

em um tubo e intestinos em outro. Foi realizada a reposição de um novo PBS Tween na placa 

a cada carrapato dissecado. A cada novo pool de carrapatos também foi realizada a 

higienização da placa e renovação do PBS Tween. No total, 33 partenóginas estavam na faixa 

de peso entre 100-200 miligramas e 28 carrapatos entre 200-300 miligramas.  

Os carrapatos foram agrupados em pools de em média 5 carrapatos, resultando em 4 

pools tanto para as faixas de peso entre 100-200 miligramas quanto para as de 200-300 

miligramas que foram destinadas à dissecção, e três pools para coleta de saliva, sendo dois 

pools com peso entre 100-200 miligramas contendo 6 carrapatos em média, e somente um 

pool entre 200-300 miligramas contendo 5 carrapatos. 

Dezoito carrapatos foram submetidos à aplicação de pilocarpina (pilocarpine 

hydrochloride powder – Sigma-Aldrich®) a 2% em PBS Tween abaixo do último par de patas, 

para a obtenção da saliva (Figura 4). A saliva foi extraída por um período de 2 horas após a 

aplicação da solução de acordo com o protocolo de Franco (2015). Os carrapatos foram 

mantidos colados em fitas dupla face e após a aplicação da pilocarpina, suas salivas foram 

colhidas utilizando tubos de microhematócrito. A saliva foi colhida em pools de 6 carrapatos 

em média e armazenadas em tubos de polipropileno resfriados em gelo, dentro de um isopor 

durante a coleta, e posteriormente foram acondicionados a -20°C. 
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Figura 3. Dissecção do carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus utilizando o método 

de esgotamento (ANGELO, 2011). A- Corte do gnatossoma do carrapato utilizando tesoura 

oftálmica; B- Pressão sobre a cutícula do carrapato visando esgotamento dos órgãos; C- 

Cutícula esgotada e separação dos órgãos; D- Intestino do carrapato separado dos demais 

órgãos. 

 

 

 
Figura 4. Coleta de saliva utilizando tubo de microhematócrito graduado, após a aplicação da 

Pilocarpina 2% em carrapatos Rhipicephalus (Boophilus) microplus alimentados em bezerro 

experimentalmente infectado com Anaplasma marginale. 
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3.7 Extração de DNA 

A extração do DNA das amostras foi realizada no Laboratório de Doenças 

Parasitárias. O DNA do sangue bovino foi extraído a partir de 200 microlitros da amostra, que 

foi colhida nos dias após a inoculação do agente. A extração foi realizada utilizando o kit 

Qiagen Blood and Tissue (Qiagen®, Madison, WI, USA) conforme recomendação do 

fabricante. 

As amostras de intestino e glândula salivar dos carrapatos separadas em pools, foram 

mantidas em RNA later a -20°C até o momento da extração. Para a realização da extração, as 

amostras foram submetidas a quatro centrifugações em PBS Tween a 16.000 xg com 

renovação do PBS Tween a cada centrifugação para a lavagem dos órgãos e remoção do RNA 

later. Após a lavagem, os órgãos foram triturados utilizando esferas ZY 2,0-2,5 mm 

(Netzsch®) em aparelho Mini-Beadbeater (Biospec®) imersos no primeiro tampão utilizado no 

kit Qiagen Blood and Tissue (Qiagen®, Madison, WI, USA) o tampão ATL, conforme volume 

indicado pelo fabricante. O DNA destas amostras foi extraído conforme protocolo indicado 

por fabricante para exração de DNA de tecidos. 

As amostras de saliva, mesmo em pool, não atingiam o volume final de 200 

microlitros, portanto foram preenchidas com aproximadamente 150 microlitros de PBS 

Tween até o volume de 200 microlitros para posteriormente serem submetidas à extração de 

DNA utilizando o mesmo protocolo utilizado para sangue, com o kit Qiagen Blood and 

Tissue (Qiagen®, Madison, WI, USA) segundo as recomendações do fabricante. 

 

3.8 Avaliação da diversidade genética de Anaplasma marginale no bovino 

A PCR para a análise da diversidade genética de A. marginale foi realizada no 

Laboratório de Doenças Parasitárias. O DNA obtido das amostras de sangue e carrapatos foi 

submetido à PCR, uma reação de semi-nested PCR, segundo protocolo de Lew et al (2002) 

para o gene msp1 α, que possui aproximadamente 1190 bp. Os oligonucleotídeos iniciadores 

utilizados para a reação foram: 

 

1733F: 5’TGTGCTTATGGCAGACATTTCC3’ 

3134R: 5’TCACGGTCAAAACCTTTGCTTACC3’ 

2957R: 5’AAACCTTGTAGCCCCAACTTATCC3’ 

 

A primeira reação foi executada com os oligonucleotídeos iniciadores 1733F e 3134R. 

A desnaturação foi feita a 94°C por 4 minutos, seguida de 40 ciclos de desnaturação a 94°C 

por 30 segundos, anelamento a 55°C por 1 minuto e extensão fa 72°C por 2 minutos. A 

extensão final foi a 72°C por 2 minutos. 

A segunda reação foi executada utilizando os oligonucleotídeos iniciadores 1733F 

e957R. A desnaturação foi feita a 94°C por 4 minutos, seguida de 40 ciclos de desnaturação a 

94°C por 30 segundos, anelamento a 60°C por 1 minuto e extensão a 72°C por 2 minutos. A 

extensão final foi a 72°C por 2 minutos. 

Ambas as reações foram realizadas utilizando aparelho termociclador (Thermal Cycler 

Biorad T100®). 
Em ambas as etapas o volume final de reação foi de 25 microlitros de mistura. A primeira 

reação continha 12,5 microlitros de Master Mix (Promega®, USA), 6,5 microlitros de água 

ultrapura estéril, 0,5 microlitro de cada oligonucleotídeo iniciador 1733F e 3134R (ambos na 

concentração de 100 micromolar) e 5 microlitros de amostra de DNA. Enquanto segunda reação 

continha 12,5 microlitros de Master Mix (Promega®, USA), 10,5 microlitros de água ultrapura 

estéril, 0,5 microlitro de cada oligonucleotídeo iniciador 1733F e 2957R (ambos na concentração 

de 100 micromolar) e 1 microlitro produto da primeira reação. Porém, quando o protocolo passou 
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a ser feito apenas com a segunda reação, foram utilizadas quantidades idênticas de componentes 

da primeira reação para a mistura da segunda reação. 

Os produtos da PCR foram analisados em gel de agarose 1,5%, corado com brometo 

de etídio. O tempo de corrida foi de 90 minutos, 80 V e intensidade de 160 em aparelho de 

eletroforese (PowerPac™ Basic Power Supply, Biorad®). 

A observação e fotografias do gel foram realizadas utilizando aparelho 

transiluminador (Transilluminator, Loccus Biotecnologia®) e equipamento de captura de 

imagem L-PIX STi (Loccus Biotecnologia®). 

A grande quantidade de DNA presente nas amostras tanto de sangue quanto de 

carrapato fez com que a reação de semi-nested PCR para msp1 α resultasse num gel com duas 

bandas. Assim, foi realizada uma modificação no protocolo original. Foi realizada apenas a 

segunda reação para a preparação dos produtos de PCR que seriam enviados para o 

sequenciamento. Ainda assim, para melhores resultados parte das amostras de DNA foram 

diluídas em concentrações de 1:10 e 1:1000 em água ultrapura estéril até que seus produtos se 

apresentassem com uma intensidade compatível para envio para sequenciamento. 

Todas as amostras de DNA oriundas de pools de intestinos de carrapatos, do sangue do 

bezerro no pico parasitêmico e do sangue do bezerro 3 dias após o pico parasitêmico foram 

diluídas na proporção de 1:1000 (Tabela 1). 

Todas as amostras de DNA oriundas de pools de glândulas salivares de carrapatos e a 

do sangue do bezerro na infecção crônica, foram diluídas na proporção de 1:10 (Tabela 1). 

 

 

Tabela 1. Diluições do DNA extraído das amostras de sangue do bovino e órgãos de 

carrapato. 

Amostras Diluição 

Pools de instestinos de carrapatos 1:1000 

Pools de glândulas salivares 1:10 

Sangue do bovino no pico de parasitemia 1:1000 

Sangue do bovino 3 dias após o pico de parasitemia 1:1000 

Sangue do bovino na infecção crônica 1:10 

 

 

As salivas não foram diluídas, uma vez que durante a extração já haviam sido 

preenchidas para o volume de 200 microlitros utilizando PBS Tween. Posteriormente, as 

amostras foram submetidas à purificação utilizando o kit Purelink® PCR Purification (Thermo 

Fisher Scientific) no Laboratório de Doenças Parasitárias. O produto purificado foi enviado 

para sequenciamento nas direções 5’-3’ e 3’-5’, na Universidade do Estadual Paulista 

(UNESP), campus Jabuticabal. 

As sequências obtidas foram alinhadas utilizando o programa CAP 3 

(http://doua.prabi.fr/software/cap3) e foram traduzidas para aminoácidos utilizando o 

programa ExPASy (http://web.expasy.org/translate/) do instituto suíço de bioinformática. 

As sequências foram analisadas utilizando o microssatélite 5’ UTR, do gene msp1 α, 

localizado entre a sequência Shine-Dalgarno (GTAGG) e a sequência do códon de iniciação 

(ATG) (ESTRADA-PEÑA et al., 2009). A estrutura do microssatélite 5’ UTR é composta 

pela sequência Shine-Sargarno (GTAGG), m (GTTT), n (GT), T e ATG. A distância entre a 

sequência Shine-Dalgarno e o códon ATG foi calculada utilizando a fórmula (4xm) + (2xn) + 

1. As sequencias repetidas foram classificadas conforme a nomenclatura proposta por de la 

Fuente et al. (2007). 

 

http://doua.prabi.fr/software/cap3
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

4.1 Parâmetros clínicos da infecção por AmRio1 

Foi observado um aumento quantitativo do número de corpúsculos de A. marginale ao 

longo do período após a infecção, acompanhado por aumento da temperatura, alcançando a 

hipertermia no dia 7, e queda do hematócrito (Tabela 2). O dia 9 após a inoculação foi 

considerado o pico de parasitemia, com 19% de eritrócitos infectados por campo (Figura 5), e 

sinais clínicos como palidez de mucosas e prostração. O quadro clínico do bezerro se agravou, 

principalmente no dia 12 após a inoculação, em que o hematócrito atingiu o valor de 14% 

(Figura 6). Neste dia foi feita uma transfusão sanguínea, com 450 mL de sangue para dar 

suporte a recuperação do animal, sendo repetida a transfusão no dia seguinte com mesmo 

volume de sangue, oriundo do mesmo doador, que apresentava hematócrito 29%, negativo 

para A. marginale. Não foi realizado tratamento medicamentoso.   

            A evolução do quadro clínico do bezerro mostra que a cepa AmRio 1 é patogênica, 

ocorrendo a anaplasmose clínica em um curto período de tempo ocasionando anemia severa 

(Figura 6) podendo ser observada mucosas hipocoradas e sem intervenção de terapia de 

suporte, possivelmente o animal viria a óbito. 

 

 

Figura 5. Esfregaço de sangue do bezerro infectado com a cepa AmRio1 de Anaplasma 

marginale durante o pico parasitêmico São observados eritrócitos contendo mais de um 

corpúsculo em seu interior (seta azul) e corpúsculos extraeritrocíticos (seta vermelha). 
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Figura 6. Alteração em coloração de mucosas (mucosas pálidas) no 12º dia após a infecção 

experimental do bezerro com a cepa AmRio1 do Anaplasma marginale. 
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Tabela 2. Temperatura corpórea, número de parasitos por campo em esfregaço sanguíneo e 

hematócrito de bezerro nos dias após a inoculação da cepa AmRio 1 de A. marginale.  

Dia Temperatura Esfregaço Hematócrito 

1 39°C 0,037% - 

4 38,9°C 0,04% - 

7 39,4°C 1,6% - 

8 40,2°C 3,7% 19 

9 (pico de parasitema) 40,5°C 19% 19 

10 40,7°C - 16 

11 40,9°C 17% 15 

12 (transfusão) 40,7°C 0,37% 14 

13 (transfusão) 40,3°C - 16 

14 39,3°C - 16 

15 39,0°C - - 

17 39,0°C - 20 

21 38,9°C - 22 

28 38,5°C 0,04% 24 

Os parâmetros que contém traço (-) não foram avaliados. 

 

4.2 Recuperação dos carrapatos e obtenção das amostras 

Entre os dias 43 e 45 após a inoculação da cepa AmRio1 de A. marginale no bezerro e 

36 dias após infestação com R. (B.) microplus, os carrapatos foram recuperados. Este longo 

tempo para a recuperação pode ser explicado pelo o clima não favorável ao desenvolvimento 

dos carrapatos neste período. Foram obtidos quatro pools de glândulas salivares e intestinos 

carrapatos entre 100 e 200 microgramas e quatro pools entre 200 e 300 microgramas, com 5 

carrapatos em média, por pool. Para a coleta de saliva obteve-se dois pools de carrapatos entre 

100 e 200 microgramas e um pool entre 200 e 300 microgramas, cada pool com 6 carrapatos 

em média (Tabela 3). 

 

 

 

Tabela 3. Pools de órgãos e saliva de carrapatos organizados por faixa de peso. 

Faixa de peso Número de pools 

de órgãos 

(dissecção) 

Número de pools de 

saliva (coleta de 

saliva) 

Número de carrapatos por 

pool (média) 

100-200 miligramas 4 2 6 

200-300 miligramas 4 1 6 
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4.3 Análise da diversidade do gene msp1 α 
As amostras de sangue do bezerro após a infecção com a cepa AmRio1 de A. 

marginale, tanto na fase aguda quanto na fase crônica, os órgãos e saliva de todos os 

carrapatos R. (B.) microplus, em todas as faixas de peso, foram positivas na Semi-Nested-

PCR para o gene msp1a do A. marginale (Figura 7). Isto mostra que a cepa AmRio 1 de A. 

marginale foi capaz não só de infectar o bezerro, mas também os carrapatos que se 

alimentaram durante a fase persistente da doença. Adicionalmente, a positividade observada 

na saliva do carrapato indica que esta cepa provavelmente seja transmitida biologicamente 

pelo carrapato R. (B.) microplus. 

 

 

 
 

Figura 7. Fotografia de gel de agarose 1,5% corado com brometo de etídeo. Os produtos de 

PCR são oriundos de uma reação de semi-nested segundo protocolo de Lew et al. (2002) que 

tem como alvo o gene msp1 α. 1- Ladder 100 bp; 2- controle positivo (DNA da cepa AmRio 1 

de A. marginale em cultivo celular); 3- Sangue do bezerro no dia do pico de parasitemia (dia 

9 após inoculação); 4- Sangue do bezerro dias após pico de parasitemia (dia 13 após 

inoculação); 5- Sangue do bezerro 3 meses após o pico de parasitemia (infecção crônica); 6- 

Controle Negativo interno (água ultrapura estéril); 7- Pool de intestinos de carrapato; 8- Pool 

de glândulas salivares de carrapatos; 9- Pool de glândulas salivares de carrapatos; 10- Pool de 

saliva de carrapatos; 11- Pool de intestinos de carrapato; 12- Pool de intestinos de carrapatos; 

13- Pool de glândulas salivares de carrapatos; 14- Pool de glândulas salivares de carrapatos 

15-  Controle negativo externo (água ultrapura estéril). 
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Após a análise das sequências, todas as amostras apresentaram as repetições pertencentes à 

cepa AmRio 1 (162, F, 17, F e F) (Tabela 4). Desta forma, não houve alteração nas sequências 

repetidas. 

 

 

 

Tabela 4. Aminoácidos das sequências repetidas da MSP1a da cepa AmRio 1 de Anaplasma 

marginale e sua classificação segundo de la Fuente et al. (2007). 

 

Aminoácidos da Sequência Classificação (DE LA FUENTE et 

al., 2007) 

 

ADSSSASGQQQESGVSSQSGQASTSSQLG 162 

TDSSSASGQQQESSVSSQSGQASTSSQLG F 

TDSSSASGQQQESGVSSQSGQASTSSQLG 17 

TDSSSASGQQQESSVSSQSGQASTSSQLG F 

TDSSSASGQQQESSVSSQSGQASTSSQLG F 

 

 

Em áreas endêmicas para a anaplasmose as sequências repetidas podem apresentar alta 

variação, e pode ser encontrada mais de uma sequência repetida de MSP1a em alguns animais 

(DE LA FUENTE et al., 2001c; PALMER et al., 2001; SILVA et al., 2015a, 2015b). O 

número variável de sequências repetidas na proteína de MSP1a sugere que a duplicação destas 

sequências devido à recombinação homóloga pode ocorrer como “testes” para propiciar 

vantagens competitivas às diferentes cepas de A. marginale em uma determinada área 

geográfica (MUTSHEMBELE et al., 2014). 

  A alta diversidade de MSP1a vem sendo associada a diversos fatores, dentre eles está 

a elevada exposição à vetores, principalmente em áreas endêmicas (RUYBAL et al., 2009; 

SILVA et al., 2015a). Assim, acredita-se que alta diversidade genética em um determinado 

rebanho possa ser resultado de processos de transmissão distintos, como biológico, mecânico 

e via placenta (SILVA et al., 2015b). Logo, locais com população baixa de vetores teriam 

tendência à baixa diversidade genética da MSP1a de A. marginale (RUYBAL et al., 2009). 

Machado et al. (2015) observaram que no município de Mambaí, Goiás, os animais 

apresentavam apenas as cepas α-β3-Γ e E-F-φ2-F2. Neste rebanho, era feito um controle 

sistemático de ectoparasitos e os achados de análise da diversidade de msp1 α resultaram em 

baixa heterogeneidade genética (MACHADO et al., 2015).  

No mesmo estudo, no município de Lins, São Paulo, Machado et al. (2015) 

consideraram que a alta diversidade de A. marginale encontrada no rebanho, com 9 cepas 

identificadas (τ-10 -15, α-β2, α-β3-13, α-β2 192, τ-β-100, α-β2-Γ, 193-β-100, 191-13-Γ e 

191‑ 13-18), era resultado de diferentes mecanismos de transmissão (mecânico e biológico). 

O presente estudo mostrou uma estabilidade das sequências repetidas durante infecção aguda 

e crônica no bezerro. Isto pode ter ocorrido devido à não exposição deste bezerro a vetores 

tanto biológicos quanto mecânicos, já que o animal permanecia em baia protegida. Outra 

hipótese aceita para aumento da diversidade genética da MSP1a, é o movimento de bovinos 

entre diferentes regiões, permitindo a introdução de novas cepas (DE LA FUENTE et al., 

2007). O bezerro deste estudo após chegar na baia, não foi realocado em nenhum momento do 

estudo, bem como nenhum animal entrou em contato com o mesmo. Outro fator que é 

considerado, é que rebanhos infectados por longos períodos apresentam um aumento da 

diversidade genética de A. marginale (PALMER et al., 2001).  
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Palmer et al. (2001) observaram em rebanhos persistentemente infectados o 

surgimento de outras cepas de A. marginale através de deleções e substituições dos 

nucleotídeos em códons. Em um estudo de diversidade genética de A. marginale no Rio de 

Janeiro, Silva et al. (2015a) analisaram a relação entre a idade dos animais e variação dos 

aminoácidos das sequências repetidas presentes em MSP1a. Foi observado um aumento da 

diversidade genética de A. marginale em animais de 9 a 12 meses de idade com sequências 

possuindo 4 e 6 repetições. Isto sugere que a heterogeneidade genética tende a aumentar 

conforme o tempo de infecção aumenta. As variações foram vistas nas posições 1, 7, 8, 20 e 

21, exibindo alta variabilidade, com cinco a seis diferentes aminoácidos presentes nestas 

posições (SILVA et al., 2015a).  Assim, em infecções persistentes haveria maior diversidade 

genética de A. marginale (PALMER et al., 2001). Neste estudo, o período de observação do 

bovino foi de 3 meses. Este tempo pode ter sido insuficiente para a ocorrência de mutações no 

agente, já que este fenômeno é aleatório.  

Acredita-se que diversidade genética de A. marginale pode ocorrer durante os ciclos 

sequenciais de replicação que caracterizam a infecção persistente (KIESSER et al., 1990) ou 

durante a replicação no intestino médio e glândulas salivares de carrapatos vetores (KOCAN 

et al., 1986, 1993). Desta forma, a replicação nos órgãos do carrapato pode ter associação com 

o aumento da heterogeineidade genética, pela possibilidade de mutação de A. marginale no 

hospedeiro invertebrado. Porém, não se conhece ainda o mecanismo que pode influenciar 

nesta alteração. Assim como o bezerro utilizado neste estudo, os carrapatos apresentaram 

apenas a cepa AmRio 1 presente tanto nas amostras de intestino quanto de glândula salivar e 

saliva. Como somente uma geração de carrapatos foi analisada, o curto tempo de avaliação 

destes também pode ter representado um empecilho para a observação da diversidade genética 

da MSP1a nos vetores.  

A infecção ou não do carrapato por A. marginale parece estar relacionada ao intestino 

médio (RIBEIRO; LIMA, 1996) do carrapato, mais especificamente, à barreira de infecção do 

intestino (FUTSE et al., 2003). Após a infecção por A. marginale e invasão mediada por um 

receptor, o intestino médio (DAVEY, R.B; GEORGE, 2002) é o primeiro determinante da 

competência do vetor (FUTSE et al., 2003). A capacidade de R. (B.) microplus se infectar por 

cepas de regiões temperadas foi expressivamente reduzida durante a alimentação em bovinos 

persistentemente infectados. Para estas cepas, R. (B.) microplus teria menor competência 

vetorial (FUTSE et al., 2003). Isto pode estar relacionado à estrutura da MSP1a, já que sua 

primeira e última repetições são relacionadas a interação entre carrapato e parasita e conferem 

especificidade ao vetor e co-evolução do agente com o vetor (DE LA FUENTE et al., 2001c).  

A positividade dos intestinos, glândulas salivares e saliva analisada, indica que a cepa 

AmRio 1 é transmitida por carrapatos R. (B.) microplus. Estas amostras, assim como as de 

sangue, apresentaram alta positividade para A. marginale, uma vez que os produtos de PCR se 

apresentavam tão intensos no gel que foram necessárias diluições das amostras de DNA para 

gerar um produto capaz de fornecer sequências que pudessem ser analisadas. Os carrapatos 

provavelmente estavam fixados no bezerro somente durante a infecção persistente de A 

marginale, já que a infestação foi realizada um dia antes do pico de parasitemia. Mesmo 

assim, os carrapatos apresentaram alta positividade, provavelmente por consequência da alta 

replicação do patógeno nos órgãos do carrapato R. (B.) microplus. Ao mesmo tempo, o 

patógeno foi detectado em saliva de carrapatos, e mesmo após a adição de aproximadamente 

150 microlitros de PBS Tween para atingir 200 microlitros de volume final nas amostras para 

a extração, foi observada a positividade para o agente, mostrando a alta concentração de A. 

marginale eliminado na saliva pelo vetor durante a alimentação, sugerindo a transmissão da 

cepa AmRio 1 por carrapatos da espécie R. (B.) microplus. 
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5 CONCLUSÕES 

 

A cepa AmRio 1 de A. marginale se mostrou patogênica, provocando alterações clínicas 

severas no bezerro. Além de ser infectante ao carrapato R. (B.) microplus, o qual foi capaz de 

eliminar A. marginale através da saliva, indicando uma possível capacidade vetorial de R. 

(Boophilus) microplus na transmissão da cepa AmRio 1. No período de estudo de 3 meses a 

cepa AmRio 1 de A. marginale não apresentou alteração em suas sequências repetidas tanto 

em carrapatos quanto no bezerro, durante o período do estudo. Desta forma, estudos com um 

período mais longo de observação da infecção por A. marginale e com múltiplas infestações 

durante este período são necessários para estudar a diversidade genética de msp1 α em 

condições experimentais. 
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