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“Bendito o homem que confia no Senhor e cuja esperanga é o Senhor. Porque ele é como a drvore plantada
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fica verde; e, no ano de sequiddo ndo se perturba, nem deixa de dar fruto.” Jr 17:7,8.
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perecerdo. Buscd-los-ds, porém ndo os achards; os que pelejarem contigo, tornar-se-do em nada, e como coisa
que ndo ¢ nada, os que guerrearem contigo. Porque eu, 0 SENHOR teu Deus, te tomo pela tua mdo direita; e
te digo: Ndo temas, eu te ajudo. Ndo temas, tu verme de Jacé, povozinho de Israel; eu te ajudo, diz o
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necessitados buscam dguas, e ndo hd, e a sua lingua se seca de sede; eu 0 SENHOR os ouvirei, eu, 0 Deus de
Israel ndo os desampararei. Abrirei rios em lugares altos, e fontes no meio dos vales; tornarei o deserto em
lagos de dquas, e a terra seca em mananciais de dgua. Plantarei no deserto o cedro, a acdcia, e a murta, e a
oliveira; porei no ermo juntamente a faia, o pinheiro e o dlamo. Para que todos vejam, e saibam, e
considerem, e juntamente entendam que a mdao do SENHOR fez isto, e 0 Santo de Israel o criou.” Is 41:9-

20.

“Eu irei adiante de ti, endireitarei os caminhos tortuosos, quebrarei a portas de bronze e despedagarei as
trancas de ferro; dar-te-ei os tesouros escondidos e as riquezas encobertas, para que saibas que eu sou o

Senhor, o Deus de Israel, que te chama pelo teu nome. “ Is 45:2-3.
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RESUMO

GUEDES JR, Daniel da Silva. Caracterizagdo genotipica de Borrelia sp e de genes de
Anaplasma marginale que codificam proteinas de membrana com potencial imunogénico.
2010. 100p. Tese (Doutorado em Ciéncias Veterinarias, Sanidade Animal). Instituto
Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2010.

A distribuicdo geografica da borreliose bovina ¢ determinada pela dispersdao do seu vetor.
Borrelia theileri ¢ a espécie predominante em bovinos, sendo que B. burgdorferi ¢ B.
coriaceae também foram relatadas causando doenga clinica. Portanto, B. theileri causa doenga
leve em bovinos, ¢ ainda ¢ importante pelo seu potencial em ser confundido com a
espiroqueta da Doenca de Lyme, B. burgdorferi, e com agentes do Aborto Epizootico bovino,
B. coriaceae. No Brasil, assim como em outros paises Sul americanos, o agente desta
enfermidade ainda ndo foi isolado prejudicando ainda mais o diagnostico. O objetivo deste
trabalho foi a identificagdo genotipica da espécie de Borrelia sp que acomete bovinos no
Brasil. Foram utilizados para extragdo de DNA, o sangue e carrapatos de bovinos com
sorologia positiva ao ELISA indireto com antigeno bruto para Borrelia burgdorferi. Foram
desenhados oligonucleotideos iniciadores para genes dos grupos Borrelia burgdorferi e B.
theileri: 168, flaA, flaB, groel, hbb, recA, 5s-23s, p66, rrs, rpob e glpg. Apo6s a reacao de
PCR, somente os oligonucleotideos iniciadores rrs e rpob amplificaram seqiiéncias. A
seqiiéncia preditiva de aminoacidos de RRS3 revelou homologia de 99% com B. hermsii e B.
duttonii e a seqliéncia preditiva de aminodcidos de RPOB demonstrou 67% de homologia com
B. duttonii e B. recurrentis. Isto sugere que a espécie de Borrelia presente no Brasil ndo seja
pertencente ao grupo de B. burgdorferi.

Pouco se sabe sobre a variabilidade genética dos genes que codificam proteinas de membrana
de isolados brasileiros de 4. marginale. O produto destes genes constitui uma ferramenta
importante, pois pode haver polimorfismo antigénico, que pode prejudicar a protecdo cruzada
entre os isolados e as chances de identificagdo de candidatos a imundgenos. O objetivo do
presente estudo foi determinar o grau de conservacdo das seqiiéncias destes genes em um
isolado brasileiro de A. marginale frente aos isolados Saint Maries, Florida e 4. marginale
centrale. Para tanto, oligonucleotideos foram desenhados para amplificar os genes ompl,
omp4, omp5, omp7, omp8, ompl0, ompl4, ompl5, sodb, opagl, opag3, virb3, am097 (VirB9-
1), am956 (PepA), am254 (ef-tu), am854 por PCR. Os genes foram entdo seqiienciados pelo
método de Sanger e as seqiiéncias preditas de aminodcidos alinhadas e a homologia analisada
através do programa CLUSTAL W. Com exce¢do de OMP 7 todas as demais (OMP1, OMP4,
OMP5, OMPS, OMP10, OMP14, OMP15, SODB, OPAG1, OPAG3, VIRB3, VIRBO-1,
PepA, EF-Tu, AM854) apresentaram niveis de homologia de 92 a 100% entre os isolados de
A. marginale. Destas, apenas OMP1, OMPS5, EF-Tu, VirB3, SODB, VIRB9-1 ¢ AM854
apresentaram homologia superior a 72% em relagdo a 4. marginale centrale, o qual confere
protecao cruzada contra 4. marginale.

Palavras chave: A. marginale, proteinas de membrana, Borrelia sp.
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ABSTRACT

GUEDES JR, Daniel da Silva. Caracterizagdo genotipica de Borrelia sp e de genes de
Anaplasma marginale que codificam proteinas de membrana com potencial imunogénico
Genetic caracterization of Borrelia sp and membrane protein genes of Anaplasma
marginale with imunogenic potential. 2010. 100p. Tese (Doutorado em Ciéncias
Veterinarias, Sanidade Animal). Instituto Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2010.

The geographic distribution of bovine borreliosis is determined by the dispersion of its vector.
Borrelia theileri is the predominant species in cattle, and B. coriaceae and B. burgdorferi also
been reported causing clinical disease. B. theileri cause mild disease in cattle, and still is
important for its potential to be confused with the spirochete of Lyme disease, B. burgdorferi,
and agents of epizootic bovine abortion, B. coriaceae. In Brazil, as well as in other South
American countries, the agent of this disease has not been isolated further confusing the
diagnosis. The objective of this study was to identify genotypically Borrelia sp that affects
cattle in Brazil. DNA extraction, was performed from blood and ticks of cattle with positive
serology by indirect ELISA with crude antigen of Borrelia burgdorferi. Primers were
designed for genes of Borrelia burgdorferi and B. theileri groups: 16S, flaA, flaB, GroEL,
hbb, recA, 5s-23s, p66, rrs, rpoB and glpq. After the PCR reaction, only the primers amplified
rrs and rpoB sequences. The predictive amino acid sequence of RRS3 revealed 99%
homology with B. hermsii and B. duttonii and predictive amino acid sequence of RPOB
showed 67% homology with B. duttonii and B. recurrentis. This suggests that the species of
Borrelia sp present in Brazil is not owned by group B. burgdorferi.

Little is known regarding the genetic variability of genes that encode membrane proteins of
Brazilian isolates of A. marginale. The products of these genes constitute an important tool, as
there may be significant antigen polymorphism, which may damage cross-protection between
isolates and the chances of identifying candidate immunogens. The aim of the present study
was to determine the degree of conservation of sequences of these genes in a Brazilian isolate
of A. marginale comparing with Saint Maries and Florida isolates. For this, primers were
designed to amplify the genes ompl, omp4, omp5, omp7, omp8, ompl0, ompl4, ompl5, sodb,
opagl, opag3, virb3, am097 (VirB9-1), am956 (PepA), am254 (ef-tu), am854 by PCR. The
genes were then sequenced by Sanger method and the predicted amino acid sequences aligned
and homology analyzed by the program CLUSTAL W. With the exception of OMP 7 all
proteins (OMP1, OMP4, OMPS5, OMPS, OMP10, OMP14, OMP15, SODB, OPAGI,
OPAG3, VIRB3, VIRB9-1, PepA, EF-Tu, AM854) exhibited homology greater than 92%
with other 4. marginale isolates. However, only OMP1, OMPS5, EF-Tu, VirB3, SODB,
VIRB9-1 e AM854 showed homology greater than 72% regarding to A. marginale centrale
which confers cross-protection against A. marginale.

Key words: A. marginale, membrane protein, Borrelia sp.
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Figura 20 — Arvore filogenética construida através software MEGA versdo 4.0 (TAMURA et al., 2007)
pelo método de Neighbor-Joining com valores de bootstrap para 1000 réplicas obtida através da andlise
das seqiiéncias preditivas de aminodcidos da proteina OMP4 dos isolados de 4. marginale AMBR,

AMSM, AMFL, AMCE.
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Figura 21 - Alinhamento multiplo da seqiiéncia preditiva de aminoacidos de OMPS5, demonstrando

homologia entre os isolados AMBR, AMSM, AMFL ¢ AMCE.
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Figura 22 — Arvore filogenética construida através software MEGA versdo 4.0 (TAMURA et al., 2007)
pelo método de Neighbor-Joining com valores de bootstrap para 1000 réplicas obtida através da analise

das seqiiéncias preditivas de aminoacidos da proteina OMPS5 dos isolados de 4. marginale AMBR,
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AMSM, AMFL, AMCE.

Figura 23 - Alinhamento multiplo da seqiiéncia preditiva de aminoacidos de OMP7, demonstrando

homologia entre os isolados AMBR, AMSM, AMFL ¢ AMCE.
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Figura 24 — Arvore filogenética construida através software MEGA versdo 4.0 (TAMURA et al., 2007)
pelo método de Neighbor-Joining com valores de bootstrap para 1000 réplicas obtida através da andlise
das seqiiéncias preditivas de aminodcidos da proteina OMP7 dos isolados de 4. marginale AMBR,

AMSM, AMFL, AMCE.
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Figura 25 - Alinhamento multiplo da seqiiéncia preditiva de aminoacidos de OMPS8, demonstrando

homologia entre os isolados AMBR, AMSM, AMFL ¢ AMCE.

52

Figura 26 — Arvore filogenética construida através software MEGA versdo 4.0 (TAMURA et al., 2007)
pelo método de Neighbor-Joining com valores de bootstrap para 1000 réplicas obtida através da analise
das seqiiéncias preditivas de aminoacidos da proteina OMP8 dos isolados de 4. marginale AMBR,

AMSM, AMFL, AMCE.
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Figura 27 - Alinhamento multiplo da seqiiéncia preditiva de aminoacidos de OMP10, demonstrando

homologia entre os isolados AMBR, AMSM, AMFL ¢ AMCE.
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Figura 28 — Arvore filogenética construida através software MEGA versdo 4.0 (TAMURA et al., 2007)
pelo método de Neighbor-Joining com valores de bootstrap para 1000 réplicas obtida através da andlise
das seqiiéncias preditivas de aminoacidos da proteina OMP10 dos isolados de A. marginale AMBR,

AMSM, AMFL, AMCE.
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Figura 29 - Alinhamento multiplo da seqiiéncia preditiva de aminoacidos de OMP14, demonstrando

homologia entre os isolados AMBR, AMSM, AMFL ¢ AMCE.
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Figura 30 — Arvore filogenética construida através software MEGA versio 4.0 (TAMURA et al., 2007)
pelo método de Neighbor-Joining com valores de bootstrap para 1000 réplicas obtida através da andlise
das seqiiéncias preditivas de aminoacidos da proteina OMP14 dos isolados de 4. marginale AMBR,

AMSM, AMFL, AMCE.
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Figura 31 - Alinhamento multiplo da seqiiéncia preditiva de aminoacidos de OMP15, demonstrando

homologia entre os isolados AMBR, AMSM, AMFL ¢ AMCE.
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Figura 32 - Alinhamento multiplo da seqiiéncia preditiva de aminoacidos de PEPA, demonstrando

homologia entre os isolados AMBR, AMSM, AMFL ¢ AMCE.
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Figura 33 — Arvore filogenética construida através software MEGA versdo 4.0 (TAMURA et al., 2007)
pelo método de Neighbor-Joining com valores de bootstrap para 1000 réplicas obtida através da analise
das seqiiéncias preditivas de aminoacidos da proteina PEPA dos isolados de A. marginale AMBR,

AMSM, AMFL, AMCE.
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Figura 34 - Alinhamento multiplo da seqiiéncia preditiva de aminoécidos de EF-Tu, demonstrando

homologia entre os isolados AMBR, AMSM, AMFL ¢ AMCE.
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Figura 35 — Arvore filogenética construida através software MEGA versdo 4.0 (TAMURA et al., 2007)
pelo método de Neighbor-Joining com valores de bootstrap para 1000 réplicas obtida através da analise
das seqiiéncias preditivas de aminoacidos da proteina EF-Tu dos isolados de A. marginale AMBR,

AMSM, AMFL, AMCE.
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Figura 36 - Alinhamento multiplo da seqiiéncia preditiva de aminoacidos de SODB, demonstrando

59

XV




homologia entre os isolados AMBR, AMSM, AMFL ¢ AMCE.

Figura 37 — Arvore filogenética construida através software MEGA versdo 4.0 (TAMURA et al., 2007)
pelo método de Neighbor-Joining com valores de bootstrap para 1000 réplicas obtida através da anlise
das seqiiéncias preditivas de aminodcidos da proteina SODB dos isolados de 4. marginale AMBR,

AMSM, AMFL, AMCE.
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Figura 38 - Alinhamento multiplo da seqiiéncia preditiva de aminoacidos de VIRB9-1, demonstrando

homologia entre os isolados AMBR, AMSM, AMFL ¢ AMCE.
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Figura 39 — Arvore filogenética construida através software MEGA versdo 4.0 (TAMURA et al., 2007)
pelo método de Neighbor-Joining com valores de bootstrap para 1000 réplicas obtida através da analise
das seqiiéncias preditivas de aminoacidos da proteina VIRB9-1 dos isolados de A. marginale AMBR,

AMSM, AMFL, AMCE.
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Figura 40 - Alinhamento multiplo da seqiiéncia preditiva de aminoacidos de VIRB 3, demonstrando

homologia entre os isolados AMBR, AMSM, AMFL ¢ AMCE.

61

Figura 41 — Arvore filogenética construida através software MEGA versdo 4.0 (TAMURA et al., 2007)
pelo método de Neighbor-Joining com valores de bootstrap para 1000 réplicas obtida através da andlise
das seqiiéncias preditivas de aminodcidos da proteina VIRB 3 dos isolados de 4. marginale AMBR,

AMSM, AMFL, AMCE.
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Figura 42 - Alinhamento multiplo da seqiiéncia preditiva de aminoacidos de AM854, demonstrando

homologia entre os isolados AMBR, AMSM, AMFL ¢ AMCE.
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Figura 43 — Fig.1. Arvore filogenética construida através software MEGA versio 4.0 (TAMURA et al.,
2007) pelo método de Neighbor-Joining com valores de bootstrap para 1000 réplicas obtida através da
analise das seqiiéncias preditivas de aminoacidos da proteina AM854 dos isolados de A. marginale

AMBR, AMSM, AMFL, AMCE.
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1 INTRODUCAO

1.1 Borrelia sp

Nas ultimas décadas fatores econdmicos, demograficos, sociais ¢ ambientais tém
contribuido para emergéncia de doencas infecciosas. Estes patdgenos emergentes
correspondem a agentes infecciosos que sdao responsaveis por doencas as quais tém
aumentado nos ultimos 20 anos ou a incidéncia ird provavelmente ser potencializada em um
futuro proximo. O diagnodstico de patdgenos infecciosos foi uma das principais prioridades
anunciada pelos centros de controle e prevencdo de doencas e a Organizacdo Mundial de
Saude (BERKELMAN apud RENESTO et al., 2000).

Atualmente, existem 13 genoespécies de Borrelia globalmente descritas e reconhecidas
incluindo B. burgdorferi sensu stricto, B. afzelii, B. garinii, B. bissettii, B. valaisiana, B.
lusitaniae, B. andersonii, B. tanukii, B. turdi, B. japonica, B. spielmanii, B. sinica e
recentemente reconhecida Borrelia californiensis (RUDENKO et al., 2009).

O género Borrelia foi classificado usando 16S RNAr e flaB em dois grupos principais:
Doenga de Lyme e febre recorrente (LIN et al.,, 2003). Este ultimo inclui espécies
responsaveis pela febre recorrente em humanos na América (B. Hermsii, B. Parkeri e B.
Turicatae) e no sul da Europa e da Africa (B. duttonii, B. hispanica ¢ B. crocidurae). Os
principais vetores das espécies do grupo da febre recorrente sdo os carrapatos moles da
familia Argasidae, enquanto que o piolho humano (pediclus humanus) transmite B.
recurrentis. Porém, outras espécies de Borrelia transmitidas por carrapatos da familia
Ixodidae foram classificadas como mais proximas do grupo Febre recorrente B. lonestari e B.
miyamotoi (GIL et al., 2005).

A distribuicao geografica da borreliose € universal, porém a bactéria ainda nao foi
isolada na América do Sul, Africa ¢ Australia (YOSHINARI ¢ MANTOVANI, 2006).
Atualmente, sabe-se que a borreliose de Lyme ¢ uma zoonose transmitida por carrapatos
infectados com diferentes microorganismos do complexo Borrelia burgdorferi sensu lato,
constituido por trés espécies de espiroquetas: Borrelia burgdorferi sensu stricto (Estados
Unidos, Eurasia), Borrelia afzelii e Borrelia garinii encontradas na Europa. Esta diversidade
etiologica, explica a existéncia de variabilidade clinica, como o predominio de queixas
cutineas e articulares nos Estados Unidos, e das neuroldgicas na Europa e Asia (STEERE,
2001).

Até o ultimo levantamento da casuistica brasileira realizado em 2000, haviam sido
publicados 73 casos diagnosticados no Brasil, permitindo o delineamento do perfil
epidemioldgico, clinico e soroldgico da Doenga de Lyme no pais. Outras centenas de casos
oriundos de praticamente todas as regidoes geograficas do pais ja foram diagnosticados
(YOSHINARI e MANTOVANI, 2006).

Yoshinari e Mantovani (2006), definiram os conceitos basicos da ocorréncia clinica da
Doenca de Lyme e suas variantes em diferentes regides do mundo. A Doenca de Lyme
classica de ocorréncia no Hemisfério Norte ¢ entendida como enfermidade infecciosa causada
por B. burgdorferi sensu lato, transmitido por carrapatos do complexo Ixodes ricinus, que
inclui I. dammini e I. pacificus nos EUA, I ricinus na Europa e I. persulcatus no leste
europeu ¢ Asia.

A Doenga de Lyme simile americana ou doenga de Masters, encontrada no Sul dos
Estados Unidos, ¢ uma doenga infecciosa causada pela B. lonmestari, geneticamente
semelhante a espiroqueta bovina B. theileri, incultivaveis em meio BSK e transmitidas por
carrapatos do género Amblyomma, que causam lesdo isolada de pele semelhante ao eritema
migrans (YOSHINARI e MANTOVANI, 2006).



A Sindrome infecto-reacional Lyme-simile presente no Brasil, definida como doenga
infecciosa emergente transmitida por carrapatos do género Amblyomma, causada por
multiplos microorganismos de comportamento latente, que causam manifestacdes clinicas
semelhantes as observadas na Doenga de Lyme (YOSHINARI e MANTOVANI, 2006).

A necessidade para a caracterizagdo rapida e especifica destes agentes infecciosos
estimulou o desenvolvimento de novos testes moleculares bioldgicos, onde a reagdo da
polimerase em cadeia (PCR) ¢ a principal técnica para deteccao e identificacdo de genes de
agentes infecciosos (RENESTO et al., 2000).

O objetivo deste estudo foi a caracterizacdo genotipica de Borrelia sp a partir de
sangue e carrapatos Riphicephalus (Boophilus) microplus de animais sorologicamente
positivos através da técnica de reagdo em cadeia da polimerase (PCR), para identificacdo da
espécie de Borrelia presente em bovinos no Brasil.

1.2 Anaplasma marginale

Anaplasma marginale ¢ uma riquétsia transmitida por carrapatos que causa
anaplasmose em bovinos e outros ruminantes. Sao organismos intracelulares obrigatorios
sendo encontrados exclusivamente dentro de vactiolos envoltos por membranas no citoplasma
de eritrocitos de hospedeiros (DUMLER et al., 2001). Infectam mamiferos ou aves, e
replicam-se em vactolos parasitoforos, na membrana do citoplasma de células da medula
ossea ou de origem hematopoiéticas. Os membros da familia Anaplasmataceae compartilham
capsulas comuns; entdo, acredita-se que estes organismos se ligam as células dos hospedeiros
via proteinas externas de membrana e nao por fagocitose, mas dependem da atividade da
transglutaminase, o qual ¢ requerida para endocitose receptor-mediada (RIKIHISA, 2003).

A. marginale ocorre em regides tropicais e subtropicais do mundo (RIDING et al.,
2003), sendo transmitido principalmente por carrapatos ixodideos (KOCAN et al., 2003;
RIKIHISA, 2003). Mais de 20 espécies de carrapato foram citadas como vetores biologicos
(DIKMANS, 1950), sendo que no Brasil, Rhipicephalus (Boophilus) microplus ¢ o inico
vetor biologico identificado (KESSLER e SCHENK, 1998).

A riquetsemia da anaplasmose pode variar amplamente em animais cronicamente
infectados (ERIKS et al., 1989), refletindo no ciclo de multiplicagdo da riquétsia, com a
emergéncia de variantes antigénicas nao reconhecidas pelo sistema imune hospedeiro
(KIESER et al.,, 1990). Os eritrécitos infectados sdo fagocitados por macrofagos,
principalmente no bago, resultando em anemia de branda a severa, e ictericia sem ocorréncia
de hemoglobinemia ou hemoglobinuria. Os sinais clinicos incluem febre, perda de peso,
aborto, letargia e morte, principalmente em animais acima de dois anos (KOCAN et al.,
2003). Os animais que sobrevivem a esta fase permanecem persistentemente infectados, com
baixas riquetsemias ciclicas, ndo detectaveis microscopicamente, servindo como reservatorios
para transmissdo por carrapatos (KIESER et al., 1990; ERIKS et al., 1993).

Ainda ndo se conhece completamente, como os niveis flutuantes de patdogenos podem
influenciar a capacidade dos animais infectados cronicamente servirem como reservatorio
para transmissdo a vetores, assim como, os numeros de patdgenos presentes nestes carrapatos
infectados. Se os niveis de riquetsemia dos bovinos se mantiverem baixos durante muito
tempo resultando em transmissao ineficiente aos carrapatos, a importancia dos animais como
reservatorio sera pequena. Entretanto, se os bovinos forem capazes de manter eficientemente
a transmissao para os carrapatos, entdo, o controle deve ser concentrado nos animais
cronicamente infectados (ERIKS et al., 1993).

As medidas de controle da anaplasmose variam de acordo com a localizacao
geografica e incluem principalmente trés formas. A primeira trata-se da redu¢do da populagao
de vetores através do uso de acaricidas, que ndo ¢ pratico em algumas areas e, previne



parcialmente contra a transmissdo, pois esta pode ocorrer tanto pelo vetor biologico, quanto
mecanicamente pelos insetos hematofagos e fomites contaminados. A administracdo de
antibidticos como as tetraciclinas, ¢ a medida preventiva mais freqiientemente utilizada nos
Estados Unidos, sendo dispendiosa e ainda ha o risco de selecdo de isolados resistentes. A
vacinacao ¢ uma medida de controle econdmica e efetiva que pode ser dividida em dois tipos
principais: Vacinas vivas e mortas. Ambas sdo capazes de conferir imunidade protetora aos
animais, reduzindo ou prevenindo casos clinicos da doenga, porém, ndo evita que os animais
se tornem cronicamente infectados, servindo como reservatorio de Anaplasma, e fonte de
infecg¢do para vetores, contribuindo para a disseminacao da doengca (KOOCAN et al., 2003c).

As vacinas vivas produzidas a partir de eritrocitos infectados de animais portadores,
devem ser conservadas refrigeradas ou congeladas, o que constitui uma desvantagem, além do
curto prazo de validade. Por conterem organismos vivos, constituem potencial risco para o
desenvolvimento de doenga clinica em animais adultos e vacas prenhes, e de transmissdo de
outros patogenos veiculados pelo sangue dos animais doadores, no caso da premoni¢ao
(KESSLER e SCHENK, 1998).

As vacinas mortas derivadas de culturas de células de embrides de carrapato, sdo as
mais novas opgoes para a prevencao da anaplasmose. O desenvolvimento do ciclo em cultura
de células acontece similarmente ao que ocorre em carrapatos naturalmente infectados
(KOOCAN et al.,, 2003 C). As seis MSPs encontradas em isolados de eritrocitos
demonstraram estar conservados em isolados de cultura de células e as composicdo antigénica
se manteve a mesma apods sucessivas passagens (BARBET et al., 1999).

O sucesso de novas vacinas para anaplasmose usando tecnologias moleculares
dependera da capacidade em mimetizar ou redirecionar a resposta hospedeira durante
infec¢des naturais ou bloqueio da infec¢ao de células hospedeiras (KOOCAN et al., 2003 C).

O sequenciamento do genoma completo de A. marginale isolado Saint Maries,
propiciou a determinagdo do tamanho de 1.197.687 pares de base e conteudo de 49% Guanina
e Citosina, possibilitando ainda saber que este genoma codifica 949 seqiiéncias preditivas e a
identificacao de 62 genes que codificam proteinas de membrana anteriormente desconhecidas
pela comunidade cientifica. Destas, 49 pertencem a superfamilia mspl ou msp2. Dessa forma,
pelo menos 13 seqiiéncias codantes foram atribuidas como OMPs (proteinas externas de
membrana) por identidade a outras previamente definidas e ndo estdo contidos nestas
superfamilias. Também foram identificados 15 genes que apresentaram identidade as
superfamilias msp2-4 denominados omp 1-15 (BRAYTON et al., 2005). Como os genes da
superfamilia msp2 sdo expressos na superficie bacteriana, o grau de conservagdo entre
isolados de 4. marginale emerge como uma importante questao (RAMOS et al., 2007).

O sequenciamento do genoma completo de 4. marginale centrale por Herndom et al.
(2009) permitiu a comparagdo entre os genomas de A. marginale e foi possivel perceber
muitas diferencas entre os isolados. O tamanho do genoma de 4. marginale centrale ¢ maior
que o do isolado Saint Maries (1.206.806 pares de base), possuindo 925 seqiiéncias codantes
preditas, o que ¢ inferior ao isolado Saint Maries, 19 pseudogenes e 37 Rna transportadores.
Possui 10 genes que ndo estdo presentes nos isolados americanos e ndo apresenta 18 genes
presentes nestes isolados. Como a imunidade contra A. marginale pode ser induzida pela
imunizagdo com complexos de proteina externa de membrana purificada (NOH et al., 2006),
as OMPs conservadas entre os isolados americanos e A. marginale centrale devem ser os
melhores candidatos a antigenos vacinais (HERNDOM et al., 2009).

Com o sequenciamento dos isolados de A. marginale isolado Saint Maries, Florida e
A. marginale centrale torna-se importante o conhecimento do genoma do isolado brasileiro,
ou pelo menos dos genes que codificam proteinas de membrana destes isolados em relagao ao
presente no Brasil, para que sejam avaliados candidatos a antigenos vacinais capazes de
produzir imunidade impedindo ou minimizando os prejuizos relacionados a doenga clinica.



O objetivo do presente trabalho foi avaliar a conservagdo de genes que codificam
proteinas de membrana do isolado brasileiro Pernambuco — Zona da Mata de A. marginale e
comparar os resultados a a 4. marginale centrale e A. marginale isolados Saint Maries e
Florida, avaliando dessa forma possiveis candidatos a imundgenos comuns entre os isolados.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 REVISAO DE LITERATURA — Borrelia sp

2.1.1 Taxonomia Borrelia sp

O género Borrelia Swellengrebel, 1907, foi assim denominado em homenagem a A.
Borrel. Os microrganismos deste género possuem o formato helicoidal com 3 a 10 espiras e
medem de 0,2 a 0,5 um por 3 a 30 um. Este organismo tem protoplasma cilindrico envolto
pela membrana celular, da qual partem flagelos, possui externamente outra membrana
contendo diversas proteinas de superficie, e ndo possui tibulos citoplasmaticos (KRIEG &
HOLT, 1984, BARBOUR & HAYES, 1986).

Como membro da ordem Spirochaetales, familia Spirochaetaceae, estas bactérias
distinguem-se morfologicamente dos demais géneros, desta familia, por serem maiores,
possuirem maior numero de flagelos periplasmaticos (15 a 20) e menor nimero de espiras
(PFISTER et al., 1994, QUINN et al., 1994). Borrelia sp sao espiroquetideos simbidticos de
carrapatos e piolhos, que podem ser transmitidos a aves e mamiferos, que sdo normalmente
hospedeiros acidentais e atuam como reservatério amplificador. O género Borrelia ¢ muito
pleomorfico e pode ser observado em amostras de sangue e urina animal, hemolinfa e tecidos
de carrapatos, cultura in vitro entre outros (BENNETT, 1995). Para observagdo em esfregago
sanguineo sdo principalmente utilizados métodos de impregnacdo por prata, Giemsa e/ou
Romanowsky. Em se tratando de amostras de sangue fresco e cultura, o microrganismo pode
ser observado em microscopia de campo-escuro ou contraste de fase (QUINN ez al., 1994).

A multiplicagdo de Borrelia theileri ocorre predominantemente no carrapato € em
menos intensidade no sangue bovino. A maior parte dos estudos sobre B. theileri em
carrapatos, foram desenvolvidos no B. microplus. Somente a fase de ninfa transmite a
espiroqueta para o bovino, apesar da transmissdo transovariana ocorrer € os espiroquetideos
podem ser encontrados em larvas 72 horas apos serem colocadas em bovinos. B. theileri
também pode ser transmitida pela inoculagdo de sangue total fresco de bovinos infectados
para nao infectados (SMITH et al., 1985).

Nos ruminantes, segundo Wells et al. (1993), a Borreliose de Lyme promove aumento
de volume articular, mialgia, febre, laminite, queda de producao e aborto. Na América do
Norte a soroprevaléncia da Borreliose de Lyme em bovinos assintomaticos pode chegar a
75%, no Japao estd em torno de 25%, na Australia a prevaléncia ndo foi avaliada, pois em
animais 0s casos sao raros.

YOSHINARI et al. (1989), publicaram o primeiro artigo de revisdo sobre Borreliose
em lingua portuguesa, quando alertaram a classe médica sobre a possibilidade da existéncia
desta enfermidade no Brasil. O perfil da Borreliose de Lyme foi caracterizado no Brasil por
YOSHINARLI et al., (1997), tendo sido relatado a ocorréncia de aproximadamente 30 casos
em humanos, quando foi discutido a clinica, o diagnéstico sorologico, tratamento e a
epidemiologia com o envolvimento de cdes, bovinos, animais silvestres e carrapatos.

A distribuicao geografica da borreliose bovina ¢ determinada pela dispersao do seu
vetor. B. theileri ¢ a espécie predominante em bovinos, sendo que B. burgdorferi e B.
coriaceae também foram relatadas causando doenga clinica. Portanto, B. theileri causa doenga
leve em bovinos, e ainda ¢ importante pelo seu potencial em ser confundido com a
espiroqueta da Doencga de Lyme, B. burgdorferi, e com agentes do Aborto Epizodtico bovino,
B. coriaceae.

B. theileri, assume um papel importante porque pode ser transmitida entre bovinos e
outros herbivoros sem induzir sinais clinicos de infecgdo mesmo em bovinos
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esplenectomizados (ISHIKAWA, 1996), sendo assim, o diagndstico de borreliose pode ser
complicado especialmente pelas reagdes cruzadas entre B. burgdorferi e B. theileri
(ROGERS, et al., 1999).

WELLS et al. (1993) constataram maior especificidade e sensibilidade do teste ELISA
indireto em relacao ao teste de Imunofluorescéncia indireta (IFT). Também observaram que a
soropositividade a B. burgdorferi pelo teste ELISA, ndo teve associacdo com a
soropositividade para 6 sorotipos de Leptospira interrogans. E constataram que altos titulos
de anticorpos contra B. burgdorferi associados a sintomas de claudicacao.

ROGERS et al. (1999) ressaltou a importancia de se tomar cuidado na distingdo entre

as varias espécies que causam doenga em bovinos por causa das reagdes cruzadas
relacionadas as provas sorologicas. Este relato foi obtido através de estudo onde bovinos
infectados com B. theileri produziram anticorpos que reagiram cruzadamente com B.
burgdorferi e B. coriaceae ao teste de imunofluorescéncia indireta, usando antigenos de
células inteiras dos trés organismos. A reagdo cruzada ¢ provavelmente ligada, em parte, a um
antigeno flagelar de 41 KDa, comum as espécies, que foi detectado no teste de
imunofluorescéncia indireta.
WELLS et al. (1993) relataram a maior sensibilidade e especificidade do ELISA indireto para
B. burgdorferi comparado a Imunofluorescéncia indireta em seu estudo em gado de leite.
Afirmando ainda que a concordancia entre o ELISA e o Western blotting como o desejado
para um teste diagndstico. Entretanto, o ultimo teste ndo deve ser padrao satisfatorio por causa
das suas limitagdes incluindo interpretagdo, confiabilidade e custo. Tendo ainda falhas no o
diagnostico de doenca de Lyme humana e deve ser substituido por outros ensaios no futuro
(BERARDI ef al. 1988).

Estudos conduzidos por FONSECA et al. (1996), indicaram que de 513 amostras de
soro bovino analisadas pelo teste ELISA indireto 372 (72,51%) apresentaram anticorpos 1gG
contra B. burgdorferi com titulo entre 1/400 e 1/1600, 141 (27,49%) foram negativos. A
maior percentagem de animais soropositivos foi observado no grupo proveniente do
municipio de Alegre, Estado do Espirito Santo. Neste municipio foi verificado um bezerro
com claudicacdo e outro com aumento de volume da articulacdo radio-carpiana ambos da
mesma propriedade e com sorologia positiva no teste ELISA. Nesta regido também foram
identificados casos humanos com suspeita clinica e sorologia positiva (ELISA e “Western
blotting”) reforcando a possibilidade de se tratar de uma area de risco para Borreliose de
Lyme com chance de ser causada pelo mesmo agente da borreliose em animais.

Teste ELISA indireto realizado em 150 amostras de soros de caes aparentemente
sadios indicaram que 30 (20%) reagiram positivamente, das quais 20 (13,34%) apresentaram
titulos de 1:400, quatro (2,66%) a 1:800 e seis (4,00%) com titulo de 1:1600; totalizando 120
(80%) amostras negativas (SOARES et al., 2000).

Recentemente, borrelias incultivaveis tém sido incriminadas como potenciais
causadores da Doenca de Lyme simile (SMITH & ROGERS, 1998). No Brasil, assim como
em outros paises Sul americanos, o agente desta enfermidade ainda ndo foi isolado
prejudicando ainda mais o diagnéstico (CICERONI ef al., 1994). Sao necessarios cuidados na
interpretagdo de resultados sorolégicos especialmente no caso de bovinos, que sdo animais
acometidos por outras espécies como B. theileri e B. coriaceae transmitidas por
Riphicephalus (Boophilus) microplus e Ornithodoros spp, respectivamente (BENXIU &
COLLINS, 1994). O estudo de borrélias potencialmente zoonoéticas incluindo B. theileri, é,
portanto, relevante a saude de ambos, animais € humanos.



2.1.2 Aspectos gerais do genoma

Rich et al., (2001) relataram que dados de filogramas baseados nos genes fla e 16S
rDNA demonstraram que B. theileri, o agente de Amblyomma, € B. miyamotoi formam um
grupo monofilético mais relacionado a dois grupos de espiroquetas transmitidas por
argasideos. Considerando a seqiiéncia de DNA do gene fla, estas Borrelia spp. formam um
grupo irmao monofilético as diversas espiroquetas relacionadas a febre recorrente. O grau de
similaridade de seqiiéncias entre o agente de Amblyomma e B. theileri ¢ similar aquele entre
diferentes isolados de B. hermsii.

Scoles et al. (2001), fizeram uma reconstrucao filogenética baseada nas seqiiéncias 16S rDNA
e flagelina. Porém as seqiiéncias de 16S mostraram ser limitadas para estudos filogenéticos,
mas permitiu a separagdo dos taxas de B. burgdorferi sensu latu do grupo da febre recorrente.
Relataram ainda que a reconstruc¢do baseada na seqiiéncia completa do gene flagelina de todos
os taxas de espiroquetas (ainda nao disponivel), contribuiria para um melhor entendimento da
relacdo sistematica deste grupo de organismos.

As seqliéncias 16S rDNA ndo sdo muito informativas filogenéticamente para os taxas de
Borrelia, desta forma, a maior parte dos ramos tém pouco respaldo (SCOLES et al., 2001). A
reconstrugdo filogenética realizada pelos mesmos autores mostrou, que o espiroquetideo se
trata de um novo gendtipo no género Borrelia pertencente ao grupo febre recorrente se
agrupando com B. miyamotoi ¢ B. lonestari. Quando esta analise foi repetida com um
alinhamento menor (887 pb) para 16S rDNA, B. theileri ¢ B. lonestari foram agrupadas em
algo que parece ser um grupo irmao da linhagem B. miyamotoi (Figura 1).
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Figura 1: Arvore filogenética derivada da analise do alinhamento de seqiiéncias do gene 16S
rDNA de 27 espécies de Borrelia (SCOLES et al., 2001).

Os estudos de Scoles et al. (2001), indicam que o grupo febre recorrente se divide em
duas clades principais, a primeira inclui somente espiroquetas de febre recorrente do velho
mundo, ¢ o segundo agrupa espécies do novo mundo com a nova Borrelia recentemente
descoberto, associado a espécies de Ixodes. Esta parece ser mais relacionada a B. miyamotoi
proveniente de /. persulcatus descrita por FUKUNAGA e KOREKI (1995) no Japao.

Os estudos de Scoles et al. (2001), indicam que o grupo febre recorrente se divide em duas
clades principais, a primeira inclui somente espiroquetas de febre recorrente do velho mundo,
e o segundo agrupa espécies do novo mundo com o novo espiroquetideo recentemente
descoberto, associado a espécies de Ixodes (Figura 2). Este parece ser mais relacionada a B.
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miyamotoi proveniente de I. persulcatus descrita por FUKUNAGA e KOREKI (1995) no
Japado.

O sequenciamento do genoma completo e parcial de algumas espécies do grupo B.
burgdorferi como : B. burgdorferi (AE000783), B. garinii (CP000013) (Glockner et al.,
2004), B. afzelli (CP000395), e grupo febre recorrente: B. recurrentis (CP000993) (LESCOT
et al., 2008), B. duttonii (CP000976) (LESCOT et al., 2008), B. turicatae (CP000049), B.
hermsii (CP000048), B. theileri gene rpob (EU164538.1), B. theileri gene rrs (DQ872186.1)
estdo norteando os estudos para a identificacdo de novas espécies de Borrelia e ampliando a
cada dia o diagndstico das enfermidades transmitidas por este agente em animais ¢ humanos,
fornecendo subsidios para elucidar a epidemiologia das diferentes espécies de borrelia e suas
particularidades.

B. burgdorferi
“Spain” strain

B. hispanica

B. duttonii

B. recurrentis

100
e | .
100 B. crocidurae
B. anserina
B. anserina
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il ]m
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Figura 2: Arvore filogenética derivada da analise do alinhamento de seqiiéncias do gene
flagelina de 13 espécies de Borrelia (SCOLES et al., 2001).

O genoma da bactéria B. burgdorferi B31, o agente etiologico da doenga de Lyme,
contém um cromossomo linear de 910.725 pares de base e aproximadamente 17 plasmidios
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lineares e circulares que combinados possuem um tamanho maior que 533.000 pares de base.
O cromossomo contém 853 genes que codificam um grupo de proteinas para replicacdo de
DNA, transcri¢ao, translacao, metabolismo de transporte e energia, porém, nao apresenta
genes para reagdes de biossintese. O metabolismo limitado de B. burgdorferi reflete a
evolugdo convergente por diminui¢ao de genes a partir de progenitores mais evoluidos. A
maior parte dos 430 denes de 11 plasmidios diferentes ndo possuem funcdo definida e o
significado bioldgico doa multiplos genes codificadores de plasmidios ndo estd claro,
entretanto, eles devem estar relacionados a varia¢do antigéncia e evasdo da resposta imune
(FRASER et al., 1997).

Os genomas fragmentados de B. recurrentis € B. duttonii, possuem 1.242.163 e 1.574.910
pares de base respectivamente, e contém um plasmidios unico e linear de 23 kb. B. recurrentis
apresentou 20,4% de redu¢do no tamanho do genoma e parece ser um isolado de B. duttonii,
com um genoma decadente, possivelmente devido ao acimulo de erros gendmicos induzidos
pela perda dos genes recA e mutS. Acompanhado a este fato, aumento no niimero de genes
danificados ¢ uma redug¢do da capacidade codante, incluindo lipoproteinas expostas na
superficie e fatores de viruléncia. A analise da seqiiéncia ancestral reconstruida comparada a
B. recurrentis ¢ B. duttonii foi consistente com a evolugdo acelerada observada em B.
recurrentis. A adaptac¢do de patdogenos transmitidos por piolhos responséaveis pela maior parte
das epidemias foi associada com a rapida redugcdo do genoma. A correlagdo entre perda de
genes e aumento da viruléncia de B. recurrentis assemelha-se aquela de Rickettsia
prowazekii, com ambas espécies sendo derivadas de isolados menos virulentos (LESCOT et
al., 2008).

Gil et al. (2005) determinaram a posicdo taxondmica do isolado R57 utilizando
seqiiéncias dos genes 16S rRna e groEL em duas arvores filogenéticas (Figuras 3 e 4), que
incluiram membros representativos da ordem Spirochaetales, membros dos grupos B.
burgdorferi sensu latu e febre recorrente. A posi¢do do isolado R57 se manteve estavel em
ambas as arvores sendo agrupado mais proximo do género Borrelia, porém, em um grupo
diferente das outras espécies de Borrelia estudadas. Espiroquetideos similares ao deste
isolado estdo amplamente distribuidos entre pequenos mamiferos em areas do nordeste da
Espanha, produzindo infec¢ao disseminada que envolve a pele, cérebro, e trato urinario, e
acredita-se induzir a producdo de anticorpos que reagem cruzadamente com B. burgdorferi.

MADUREIRA, (2008) fizeram a primeira descricdo genotipica de isolado brasileiro
de B. theileri no Brasil, também realizaram o primeiro relato de espécie de Borrelia diferente
de B. theileri infectando R. (Boophilus) microplus e confirmagdo da presenca de
espiroquetideo do género Borrelia causando borreliose de Lyme-simile no Brasil.
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sequencias do gene 16S rRNA de diferentes espécies da ordem Spirochetales (GIL et al.,

2005).
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2.2 REVISAO DE LITERATURA - Anaplasma marginale

2.2.1 Taxonomia

O género Anaplasma esta incluido no Super-reino Bacteria, Filo Proteobacteria,
Classe  Alphaproteobacteria, Ordem Rickettsiales, Familia Anaplasmataceae. As
caracteristicas descritivas do género Anaplasma foram alteradas para inclusdo do género
Ehrlichia. Dessa forma, sdo classificados como membros do género Anaplasma, bactérias
gram-negativas, pequenas, muitas vezes pleomorficas, cocdides a elipsoidais, € podem ser
encontrados individualmente ou em inclusdes compactas formadas por varias unidades,
denominadas morulas. Geralmente, parasitam células hematopoiéticas, maduras ou imaturas,
particularmente células mieldides e neutréfilos, em sangue periférico ou tecidos,
freqiientemente em Orgaos ricos em fagocitos mononucleares de hospedeiros mamiferos como
o0 baco, figado e medula 6ssea (POPOV et al., 1998).

O reagrupamento de alguns géneros nas familias Anaplasmataceae e Rickettsiaceae foi
baseada em estudos que incluiram o seqiienciamento do gene 16SrRNA e do operon groESL,
analises antigénicas, caracteristicas biologicas, incluindo tipo de célula infectada no
hospedeiro, potenciais vetores, hospedeiros mamiferos com e sem sinais clinicos evidentes de
infec¢do, e distribuicao geografica (DUMLER et al., 2001).

Levando-se em consideracdo estes estudos, foram inseridos na familia
Anaplasmataceae os microrganismos intracelulares obrigatérios, que infectam vacuolos
citoplasmaticos das células do hospedeiro incluindo eritrdcitos, células reticulo-endoteliais,
células fagociticas derivadas da medula 6ssea, células endoteliais e de insetos, helmintos e
tecidos reprodutivos de artropodes. Fazem parte dessa familia os géneros Anaplasma,
Ehrlichia, Wolbachia e Neorickettsia, com similaridades de 96,1%, 97,7%, 94,9% e 94,9%
respectivamente (DUMLER et al., 2001).

No género Anaplasma, atualmente, estao incluidos os trés patdogenos de ruminantes, A.
marginale, descrito inicialmente por Theiler (1910) na Africa do Sul, 4. marginale centrale
como uma subespécie de 4. marginale (KOCAN et al. 2003), e 4. ovis. Recentemente, foram
incluidos nesse género A. bovis, anteriormente classificado no género Ehrlichia como E.
bovis, A. platys (E. platys) e A. phagocytophilum, cuja classificacdo anterior compreendia trés
espécies do género Ehrlichia (E. equi, E. phagocytophilum e o agente da erlichiose
granulocitica humana - HGE) que ndo apresentaram diferencas genéticas suficientes para
serem classificadas como espécies distintas.

O género Aegyptianella compreende parasito de ave que até pouco tempo estavam
sediados provisoriamente neste grupo devido a similaridades fenotipicas com espécies de
Anaplasma, no entanto, recentemente teve sua classificagdo confirmada como pertencente ao
género Anaplasma, com base em andlises de seqiiéncias génicas de Ae. pullorum (RIKIHISA
et al., 2003), embora ainda nao tenha sido formalmente renomeada como género Anaplasma
(DE LA FUENTE et al., 2005).

2.2.2 Transmissao

A. marginale (THEILER, 1910) pode ser transmitido pelos carrapatos Riphicephalus
(Boophilus) microplus (América, Africa e Australia), Dermacentor andersoni, D. variabilis e
D. occidentalis (América do Norte) e, provavelmente, outros carrapatos como Riphicephalus
simus, na Africa do Sul e por insetos hematofagos dos géneros Tabanus, Stomoxys,
Haematobia, Psorophora e, provavelmente, outros. O periodo de incubagdo da anaplasmose ¢
de 21 a 35 dias, concorrendo com a manifestagdo de sintomas clinicos. Este periodo pode
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variar, também, de acordo com a taxa de inoculagao e sensibilidade do hospedeiro (KESSLER
e SCHENK, 1998).

Os carrapatos podem transmitir patégenos tanto transestadialmente, quando se infecta,
e depois transmite o patdégeno durante os sucessivos ciclos de vida ou, intraestadialmente
quando se infecta e transmite o patdogeno dentro do mesmo ciclo de vida (ERIKS et al., 1993).
A transmissdo dessa riquétsia, além de por carrapatos, também pode ser realizada por dipteros
hematofagos e por fomites contaminados (BARBET, 1995). Animais que sobrevivem a
infeccdo aguda tém uma resposta imune efetiva que tanto elimina a infec¢do quanto reduz a
riquetsemia para niveis baixos, microscopicamente indetectaveis, tornando-se uma infecg¢ao
cronica (FRENCH et al., 1998).

Na fase aguda da doenca, os niveis da riquétsia sdo superiores a 10> eritrocitos
infectados por mL de sangue e podem ser facilmente detectados por exame microscopico de
esfregaco de sangue (THEILER, 1910).

A infeccdo cronica por A. marginale ¢é caracterizada por seqiiénciais e
microscopicamente indetectaveis ciclos de riquetsemia, sendo que em cada ciclo ha novos
variantes antigénicos de msp2, os quais sdo similares a polimorfismo genémico contribuindo
para evasdao da resposta imune hospedeira fazendo a manutencdo da infec¢do cronica
(FRENCH et al., 1998 e 1999).

O tamanho e consisténcia dos ciclos sugerem que a recorréncia da infecgao esta ligada

a variagdo antigénica continua pelo organismo, seguida de desenvolvimento de resposta
imune primaria pelo hospedeiro (ALLEMAN et al., 1997).
A identificacdo de isolados geograficos que ndo sdo transmitidos por carrapatos tem
influéncia no controle da anaplasmose. Em regides onde estes isolados sdo endémicos, o
controle deve ser direcionado para prevencdo da transmissdo mecanica por fOmites
contaminados por sangue infectado e insetos picadores e em segundo plano o combate aos
vetores (DE LA FUENTE et al., 2001Db).

Noh et al., (2008), sugerem que a transi¢do da bactéria do eritrocito para a célula do
carrapato ¢ acompanhada por remodelamento da superficie de 4. marginale, diminuindo o
nimero de proteinas nos complexos expressos na superficie das células de carrapato. As
causas atribuidas a este fato sdo: a diminui¢do da expressdo protéica, diminuicdo na
exportacdo de proteinas para a superficie da bactéria, ou alteracdo na exibi¢do ou disfarce das
proteinas na superficie por outras moléculas impedindo o acesso a reagentes cross-linking.

2.2.3 Controle de A. marginale

A riquetsemia em animais infectados cronicamente com A. marginale, flutua de
maneira ciclica em periodo maior que 24 semanas, durante os quais, 0s organismos nao sao
microscopicamente detectaveis. Os niveis flutuantes de patdégenos influenciam a capacidade
de individuos com infec¢@o cronica, servirem como reservatorios da doenga para transmissao
a vetores bem como o nimero de organismos presentes nestes vetores. Desta forma, deve-se
enfocar o controle de animais infectados cronicamente (ERIKS et al., 1993).

As estratégias de controle atualmente utilizadas, baseiam-se no uso de acaricidas
juntamente com vacinas que protegem contra doenga clinica, mas ndo previnem a infec¢ao
persistente. As estratégias focadas no controle apenas da infec¢dao aguda, servem unicamente
para diminuir a incidéncia de novas infec¢des, portanto, devem incluir a restricdo da
transmissao de A. marginale de individuos infectados cronicamente para carrapatos, que pode
ser obtido através da associag@o de alguns métodos. O uso de quimioterapia ou vacinas serve
para diminuir o numero de individuos cronicamente infectados, bloqueando a transmissao a
carrapatos pela restricdo da infeccdo, ou replicacdo do patéogeno dentro do carrapato. Os
acaricidas, tém sido amplamente utilizados na tentativa de controlar a populagdao de vetores,
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sendo caro e podendo levar a resisténcia dos carrapatos aos produtos, além de ser prejudicial
ao ambiente (ERIKS et al., 1993).

Em relagdo a taxa de infeccdo em Dermacentor andersoni, Eriks et al. (1993)
relataram que machos adultos sdo extremamente eficientes em infectar-se e a partir de
bovinos cronicamente infectados. Dessa forma, estratégias que objetivem diminuir o nimero
de machos adultos disponiveis para o repasto poderiam diminuir a transmissdo. Isto pode ser
obtido, através do uso de ferormonios como os de fixacdo-agregacado, para atrair os carrapatos
adultos para armadilhas que contenham acaricidas, eliminando a necessidade da custosa
aplicacdo nos bovinos.

A anaplasmose ¢ particularmente importante nas regides de instabilidade enzootica,
nas quais, hd um grande percentual de animais susceptiveis a infec¢do por A. marginale
(ARAUJO et al., 2003). Nesta situagio, a maioria dos animais ndo se infecta nos primeiros
meses de vida, quando sdo menos susceptiveis a essa infeccdo (MADRUGA et al., 1985). Em
areas de estabilidade enzodtica, populagdes de animais que sdo introduzidos, provenientes de
areas livres de carrapato ou, de rebanhos sob controle intensivo de carrapatos e, bezerros na
faixa etaria de 30 a 120 dias com baixa imunidade apresentam risco de anaplasmose
(MADRUGA et al., 1984).

A exclusdo da infec¢do entre Anaplasma spp, € um mecanismo imunolédgico, que resulta em
infeccdo de um unico isolado geneticamente definido, contribuindo para localizagao
geografica dos isolados com gendtipo e, caracteristicas antigénicas distintas, o que pode
ajudar a elucidar melhor a epidemiologia da anaplasmose. Portanto, infecgdes por A.
marginale centrale poderiam prevenir os bovinos de serem infectados com 4. marginale, bem
como fornecer imunoprotecdo devido a infeccdo cronica. Gendtipos diferentes de A.
marginale sao mantidos dentro de um rebanho em érea de endemicidade por eventos de
transmissao independente (DE LA FUENTE et al., 2002c).

Contrastando com os estudos de DE LA FUENTE et al., (2002c), Palmer et al., (2004), foram
os primeiros a identificar a superinfec¢do com dois isolados de A. marginale genotipicamente
diferentes, mas relacionados a proteina MSP1a. Relataram ainda que o fato pode ser comum
dentro de uma regido onde o organismo ¢ endémico 64% dos animais inoculados com o
isolado vacinal vivo A4. marginale centrale, foram subseqiientemente infectados por
transmissdo natural de 4. marginale e albergam ambos os organismos.

Freqiientemente, animais carreiam um isolado somente, apesar da presenca e
transmissdo de isolados genotipicamente distintos dentro de uma populacdo (PALMER et al.,
2004). Este fato corrobora com a preven¢dao da superinfeccdo com um segundo isolado,
seguindo o desenvolvimento de um amplo repertorio de variantes de respostas imune MSP2
especificas, contra o primeiro isolado de A. marginale. Como conseqiiéncia deste fato,
somente isolados com repertérios do pseudogene msp2 marcadamente diferentes, sdo capazes
de escapar da resposta imune hospedeira, podendo ser capazes de induzir superinfecgao,
devido a falta de resposta imune cruzada. Mas, se o repertorio do pseudogene ¢ similar no
segundo isolado infectante, entdo, as variantes MSP2 que sdo apresentadas serdo reconhecidas
pelo hospedeiro ¢ a infec¢io debelada (RODRIGUEZ et al., 2005).

2.2.4 Imunidade contra A. marginale

Uma forma econdmica e eficiente de controle da anaplasmose bovina ¢ a vacinacao.
M¢étodos de imunizacao tradicionais, que utilizam A. marginale ou A. marginale centrale
provenientes de eritrocitos infectados, também apresentam limitagdes em seu uso, como
efeitos adversos em algumas categorias de animais (vacas prenhes, animais adultos),
possibilidade de veiculacdo de agentes patogénicos (no caso da premuni¢do), sensibilizagdo
de vacas contra grupos sangiiineos e conseqiiente isoeritrélise neonatal em bezerros
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(BRIZUELA et al., 1998; KESSLER e SCHENK, 1998), razdes pelas quais, estudos para o
desenvolvimento de novos imundgenos sao necessarios.

Estudos tém demonstrado que ap6s imunizagdo com DNA simples, o antigeno ¢
naturalmente processado e apresentado em moléculas do complexo de histocompatibilidade
principal classe I e II, induzindo uma ampla gama de respostas imune incluindo a produgao de
anticorpos, CD4, CD8 (DUMLER et al., 2001, apud, KANO et al., 2008).

O uso de vacinas vivas para o controle da anaplasmose, envolve a infec¢do do animal,
pela inoculagdo de eritrocitos infectados com isolados de baixa patogenicidade. A estratégia
de vacinacao inclui: infec¢do e tratamento, vacinas vivas contendo isolados atenuados de A.
marginale e vacinas vivas contendo 4. marginale centrale que ¢ menos patogénico (KOCAN
et al., 2003).

O uso de vacinas mortas confere vantagens como: o baixo risco de contaminagdo com
agentes infecciosos indesejaveis; estocagem barata, reacdes adversas pos-inoculagao minimas.
As desvantagens das vacinas mortas incluem: a necessidade de refor¢os anuais; o alto custo
de purificagdo de A. marginale a partir de eritrocitos; a falta de prote¢ao cruzada entre
isolados separados geograficamente. A imunidade protetora conferida pelas vacinas mortas ¢
freqiientemente menor que a conferida pelas vacinas vivas (KOCAN et al., 2003).

Os candidatos a vacinas serdo avaliados pela variag¢do entre isolados de 4. marginale e
o potencial para estimular uma resposta imune tipo I em bovinos imunizados contra isolados
multiplos de A. marginale. A identificacdo de candidatos vacinais apropriados ndo ¢ uma
tarefa simples. Entretanto, MSP1 nativo ¢ capaz de estimular resposta imune protetora, a
incapacidade de MSP1 recombinante induzir niveis comparaveis de prote¢do sugerem que a
relacdo dessas proteinas na membrana pode ser um fator importante na inducao de resposta
imune protetora. Algumas das MSPs conhecidas sdo ligadas & membrana por ligagdes
covalentes e ndo-covalentes e esta relacdo pode influenciar a apresentagdo de importantes
epitopos. Vacinas multivalentes podem ser necessarias para reposta protetora efetiva,
portanto, combinagdes apropriadas de proteinas/epitopos deverdo ser exploradas juntamente
com métodos de apresentacao apropriados (BRAYTON et al., 2006).

Outro tipo de vacina morta inclui o sistema de cultura de células derivada de embrides
de carrapatos Ixodes scapularis. BARBET et al. (1999), sugerem que a cultura de células
pode servir como fonte de A. marginale, mantendo as MSPs conservadas mesmo apds
sucessivas passagens. As culturas podem ser usadas ainda para testar a estabilidade e
diversidade antigénica durante as passagens em bovinos e carrapatos, para determinar se 0s
antigenos de importancia bioldgica sao expressos seletivamente em A. marginale oriundo de
carrapatos, para desenvolver sistemas de transformacdo e nocaute de genes para descobrir a
funcdo do gene de riquétsia, novos agentes terapé€uticos, € para o desenvolvimento de
reagentes diagnosticos melhores e vacinas.

As pesquisas atuais sdo baseadas em estudos para o desenvolvimento de vacinas mais
eficazes e seguras, a partir de proteinas de membrana oriundas de corpusculos iniciais de 4.
marginale, que sao expostas na superficie da riquétsia, sendo facilmente acessiveis ao sistema
imunolégico do hospedeiro (ARAUJO et al., 2003).

O sucesso de novas vacinas contra Anaplasma usando tecnologias moleculares vai
depender de sua capacidade de mimetizar e/ou redirecionar a resposta hospedeira durante
infeccdes naturais ou bloquear infec¢do de células hospedeiras (KOCAN et al., 2003).
Segundo Van Den Hurk et al. (2001), o uso de DNA ¢ promissor para o desenvolvimento de
vacinas porque podem produzir imunidade duradoura e um amplo espectro de resposta imune
celular e humoral e pode ser usado simultaneamente contra diversos agentes em uma mesma
vacinacao. Estudos realizados por Kocan et al., (2003c) corroboram o fato sugerindo que,
pode ser feita & modulagdo da magnitude e direcionamento da resposta imune pela co-
administracao de citocinas codificadas por plasmidios e antigenos. A vacina ideal serd aquela
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capaz de prevenir infecgdo bem como induzir resposta imune. A possibilidade de bloqueio da
infeccdo ¢ um objetivo importante, entretanto, nenhum antigeno capaz de fazé-lo foi
identificado até o momento a partir do patogeno ou do carrapato.

Kocan et al., (2001), afirmaram que as diferencas na expressdo e estrutura protéica
entre o crescimento de riquétsias em células de carrapato e eritrdcitos bovinos sdo cruciais
para o desenvolvimento de formulagdes vacinais capazes de prevenir a infec¢ao e transmissao
de patogenos.

Alguns estudos sugerem que anticorpo contra o antigeno recombinante MSP1a reduz a
infectividade para Dermacentor variabilis (DE LA FUENTE et al., 2003 d). As vacinas
atuais nao previnem infec¢do, e bovinos cronicamente infectados sdo os principais
reservatorios de A. marginale servindo como fonte de infec¢do para transmissdo mecanica e
biologica por carrapatos (KOCAN et al., 2003).

Estudos sugerem que preparagdes de membrana de superficie externa sao adequadas a
imunizagdo contra A. marginale. Tentativas para o desenvolvimento de vacinas que produzam
imunidade protetora usando proteinas de superficie conhecidas ndo t€ém obtido sucesso. Por
essa razao, novas proteinas de superficie tém sido pesquisadas para abordagem gendmica e
protedmica. A disponibilidade de seqiiéncias gendmicas permite novas abordagens nas
pesquisas para candidatos vacinais (BRAYTON et al., 2006).

Blouin et al., (2000) estabeleceram com sucesso um sistema de cultivo de A4.
marginale em células de Ixodes scapularis a partir de um isolado de uma vaca naturalmente
infectada de Oklahoma. Este isolado proveniente de cultura era infectante e produziu
anaplasmose clinica no gado, mantendo inalteradas as caracteristicas de infectividade e das
proteinas principais de superficie em passagens continuas por quatro anos. O sistema de
cultivo de A. marginale fornece uma fonte da riquétsia sem os custos da manutencdo de
animais e livre de membrana de eritrocitos e problemas associados como a isoeritrolise
neonatal. Uma vez estabelecida e confirmada ser livre de outros organismos, o isolado de
Anaplasma cultivado pode ser mantido livre de virus e outros patdgenos bovinos os quais
podem estar presentes no sangue coletado de bovinos. Isolados recentes de campo usados
como imunogenos também podem produzir imunidade em bovinos que ¢ similar aquela
resultante de infec¢ao natural. Tebele e Palmer, (1991) relataram que a variabilidade de MSPs
entre isolados fortalece o potencial do sistema de cultivo de 4. marginale proveniente de
Ixodes. A vacinagdo usando membrana de A. marginale confere protecdo contra desafio
homologos, mas nao heter6logos .

2.2.5 Proteinas de superficie principais (MSPs)

Foram identificadas seis proteinas principais de superficie (MSPs) de A. marginale
derivadas de eritrocitos bovinos e foram consideradas conservadas em organismos oriundos
de carrapatos e cultura de tecidos. MSP1a, MSP4 e MSPS5, sdo proteinas de genes Uinicos e
ndo variam antigenicamente durante a multiplicacdo do agente. Por sua vez, MSP1B, MSP2 E
MSP3 sdo provenientes de familias de multigenes e podem variar antigenicamente
principalmente em bovinos cronicamente infectados (BARBET et al., 2001). MSPs estdo
envolvidas em interagdes com ambos hospedeiros vertebrados e invertebrados e, por este
motivo, também parece envoluir mais rapidamente do que outros genes nucleares, pois estao
sujeitas a pressdo de selecdo exercida pelo sistema imune hospedeiro (DE LA FUENTE et al.,
2001).

Nos ultimos anos, os estudos sobre imunizag¢do contra Anaplasma concentraram-se na
obtenc¢do de fragdes antigénicas. Bovinos imunizados com corptsculos iniciais ou membrana
destes apresentaram significativa redu¢do da anemia e da riquetsemia (MONTENEGRO-
JAMES et al., 1991; TEBELE et al, 1991; RODRIGUEZ et al., 2000).
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A administra¢ao de plasmidios que codificam MSPs de 4. marginale em camundongos Balbi
C produziu melhor resposta do que administracdo de plasmidios individuais o que sugere para
estudos futuros que vacinas com multiplos epitopos de DNA devem ser avaliadas na protecao
bovina contra o desafio da anaplasmose (KANO et al., 2008). Arulkanthan et al., (1999),
demonstraram que o uso de vacinas plasmidiais codificadoras de MSPla induziram a
soroconversao antigeno especifica em camundongos e bovinos sugerindo que MSPIA
expressada em plasmidios e nativa, compartilham epitopos de linfécitos B, dessa forma, as
vacinas de DNA fornecem um método para direcionar o fenodtipo da resposta imune
hospedeira.

A natureza variavel das MSPs previamente caracterizadas por Riding et al., (2003),
impediu as tentativas para desenvolver uma vacina de sub-unidade contra 4. marginale.
Enquanto as MSPs sdo imunodominantes ¢ podem estimular uma resposta imune protetora,
ndo se tem obtido sucesso, nas tentativas para produzir uma vacina protetora contra um
espectro de variantes imunologicamente distintas, enquanto o progresso rumo a identificagdo
de epitopos protetores conservados ¢ baixo. A descoberta de antigenos conservados em A.
marginale é importante para a producdo de uma vacina de sub-unidade contra o patégeno, a
partir do principio que, qualquer vacina deve proteger contra uma ampla gama de variantes
antigénicos (HOPE et al., 2004).

2.2.6 MSP1

MSP1 ¢ um heterodimero composto de dois polipeptidios ndo relacionados
estruturalmente: MSP1a e MSP1b. MSP1a ¢ codificado por mspla e estd envolvido na adesdo
a eritrécitos bovinos e células de carrapatos, e transmissdo de A. marginale por Dermacentor
spp. (DE LA FUENTE et al., 2001a). MSP1b ¢ codificado por pelo menos dois genes,
msplfl e msplf2 (BOWIE et al., 2002) e foi sugerido ser uma adesina para eritrocitos
bovinos mas provou-se ndo ser uma adesina para células de carrapato (DE LA FUENTE et al.,
2001b). O peso molecular de MSP1a varia de tamanho entre isolados de A. marginale por
causa de diferentes nimeros de repeticdes em tandem de 29 aminoéacidos (DE LA FUENTE et
al., 2003a).

E possivel que a associagdo entre MSPla e MSP1b na superficie do complexo de
proteinas permite ao patogeno se ligar mais efetivamente ao eritrocito e/ou componente da
célula do carrapato. MSPla poderia ser uma subunidade essencial no reconhecimento do
receptor da célula do carrapato, enquanto a ligagdo ao receptor do eritrdcito poderia ser
primariamente mediada por MSP1b ou por ambas subunidades proteicas através da liga¢ao de
componentes eritrocitarios distintos. O papel diferencial de MSPla e MSP1b na adesao as
hemaécias confere maior relevancia ao complexo MSP1 na multiplicagdo de 4. marginale no
hospedeiro mamifero e o carrapato vetor, provavelmente como parte do processo de invasao
(DE LA FUENTE, 2001b).

Os resultados obtidos por DE LA FUENTE et al., (2001 b), usando cultura de células
de carrapato denominadas IDE8 corroboram os achados de KOCAN et al., (1981) usando
células de intestino de Dermacentor variabilis machos. Estudos microscopicos confirmaram a
adesdao de MSP1a em eritrocitos, células IDES e células intestinais de D. variabilis e a adesao
de MSP1b somente a eritrocitos, confirmando a validade do sistema de cultivo de células
IDES como modelo para estudo de patdgenos do género Ehrlichia (DE LA FUENTE, 2001b).
A infeccdo das células intestinais por A. marginale ¢ o primeiro sitio de infec¢do em
carrapatos e inicia o desenvolvimento do ciclo. Se ndo houver adesdo e infeccao das células
intestinais ndo havera infeccdo das glandulas salivares e posterior transmissao ao hospedeiro
bovino. Desta forma, a adesdo de MSPla as células intestinais ¢ requerida para infec¢do,
multiplicagdo e transmissao de A. marginale por Dermacentor spp. A capacidade de adesao
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de MSP1a foi avaliada em cé€lulas derivadas de duas espécies de carrapato 1. scapularis e D.
variabilis, sugerindo que estes achados podem ser aplicados a outras espécies de carrapatos
(DE LA FUENTE, 2001b).

Alteragdes no genoétipo de mspla dentro de uma mesma arvore genética sdo possiveis
assim como aquelas que ocorrem no pseudogene msp2. A populacdo se mantém a mesma
enquanto o gendtipo mspla pode mudar. Dentro de um rebanho, isolados com gendtipos de
mspla idénticos ou similares contém o repertorio do pseudogene msp2 idéntico, enquanto
isolados com gendtipos de mspla muito diferentes tém o repertério do pseudogene msp2
diferente. A associagdo entre o genotipo de mspla e o repertorio do pseudogene msp2 ¢ um
fendmeno localizado dentro de um rebanho ou em populagdes muito relacionadas
(RODRIGUEZ et al., 2005).

Palmer et al. (1989) constataram que a imunizagdo de bovinos com MSPI nativa
promoveu prote¢do contra isolados homodlogos e heterdlogos, demonstrando que apesar da
variagdo de tamanho presente entre os diferentes isolados, hd conservagdo dos epitopos de
protecao cruzada.

A imuniza¢do de bovinos com MSP1 nativa promove a resposta humoral com
producao de anticorpos contra MSP1, MSPla ou MSP1b que inibem a ligagdo de A.
marginale aos eritrocitos, neutralizando assim a invasdo das riquétsias as células do
hospedeiro (MCGAREY et al., 1994). DE LA FUENTE et al., (2003b), relataram que MSP1a
ndo deve ser usado como um marcador para caracterizagdo geografica de isolados de A.
marginale e provavelmente reflete o histérico da movimentagao do gado em determinada
regido. E, acrescentam que a pressdo seletiva em MSPla ¢ consistente com sua fungdo
biologica e sugere que esta proteina pode ser util como candidata a vacina.

DE LA FUENTE et al.,, (2004b), citam que interagdes patogeno-vetor poderiam
influenciar a presenga de seqiiéncias repetidoras de MSP1la em isolados da América Latina,
desta forma, a interagdo entre B. microplus e A. marginale poderia influenciar o agrupamento
dos isolados latino-americanos de A. marginale em uma chave separada dos isolados Norte
Americanos, os quais, sdo transmitidos principalmente por Dermacentor spp. Em regides
tropicais, as condi¢des climaticas favorecem ao ciclo de vida de dipteros hematofagos, os
quais sdo conhecidos como eficientes vetores mecanicos de 4. marginale. A caracterizagao
do isolado brasileiro de 4. marginale nao transmitido por B. microplus sugerindo um papel
para transmissao mecanica na epidemiologia de 4. marginale no Brasil (GONCALVES RUIZ
et al., 2002 apud DE LA FUENTE et al., 2004b).

2.2.7 MSP2

A estrutura de MSP2 que ¢ similar entre algumas espécies de Anaplasma pode ser
responsavel, em parte, pela protecdo cruzada induzida pela vacinacdo por A. centrale.
Proteinas como MSP4 ¢ MSP5 que sdo conservadas antigenicamente entre A. marginale
centrale e A. marginale, também podem ser requeridas para mimetizar a protecdo induzida
pela vacina viva de A. marginale centrale ou pela imunizacdo com membranas externas
purificadas (MOLAD et al., 2004).

As proteinas de membrana MSP2 e MSP3 de A. marginale, sdo altamente variaveis durante a
infeccdo, resultante de eventos de conversdes seqiienciais de genes que dao origem a variantes
estruturais e antigénicas expressas de sitios Unicos de expressao (Brayton et al., 2002).

A superfamilia MSP2 ¢ constituida por msp2, msp3 e msp4; sendo as duas ultimas tendo
pouca homologia de seqiiéncia com msp2. A superfamilia MSP2 possui sete pseudogenes;
sendo transcrita como parte de um operon de quatro genes, os trés genes restantes foram
chamados de genes operon associados (opags 1-3) e sdo incluidos na familia. Msp2 é expresso
por A. marginale no eritrocito bovino e no intestino e glandula salivar do carrapato. Existem
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15 genes ainda nao caracterizados com homologia de seqiiéncia aos membros centrais da
superfamilia MSP2-4 sendo designados OMP1-15. Doze desses genes OMP sdo organizados
em trés grupos representando quatro operons, com o0s trés genes restantes ocorrendo
singularmente (BRAYTON et al., 2005).

Dentro do genoma de 4. marginale, ha sitios simples de expressao para ambos msp2 e
msp3; entretanto, ha pseudogenes multiplos funcionais distribuidos pelo cromossomo que
servem como molde para conversao para dar origem a variantes da camada de superficie de
msp2 e msp3 (BRAYTON et al., 2005). Essas variantes que escapam a resposta de anticorpos
acreditam-se serem criticas para a longa persisténcia dos organismos dentro dos hospedeiros
mamiferos imunocompetentes (FRENCH et al., 1999).

A expressao diferencial de genes entre a infec¢do no hospedeiro vertebrado e
invertebrado ¢ um tema comum em patdgenos transmitidos por artropodes, refletindo as
necessidades especializadas para invasdo, sobrevivéncia e replicacdo em cada hospedeiro
(LOHR et al., 2002).

Clones de 4. marginale MSP2 relatados por French et al. (1999), possuem uma regiao
hipervariavel central Unica flanqueada por regides N e C terminais altamente conservadas.
Porém, a estrutura das variantes de MSP2 expressas durante riquetsemia persistente ¢ muito
similar aquelas definidas pela seqiiéncia de genes que codificam a proteina MSP2 da
erliquiose granulocitica humana. A variagdo da proteina MSP2 de 4. marginale definida por
17 transcritos expressos durante o ciclo de riquetsemia ocorre somente em uma regido central
unica da proteina. As regioes semivariavel e N e C terminal variavel definidas pela analise de
genes que codificam homologos de MSP2 no genogrupo | Ehrlichiae (E. chaffeensis, E. canis,
e C. ruminantium) nao foram detectadas em nenhum dos variantes de MSP2 de 4. marginale.

A proteina externa de membrana MSP2 ¢ codificada em um RNA transcrito
policistronico em estagios eritrocitarios de A. marginale. Havendo um polimorfismo no sitio
de expressdo gendmico para este transcrito policistronico msp2 e evidencia para rearranjo
genético durante infec¢@o persistente. A disponibilidade do sitio de expressdo pode permitir a
determinagdo das variantes de 4 MSP2 expressas a partir deste sitio durante a transmissao
ciclica de 4. marginale entre carrapatos e bovinos. Estes dados fornecem uma base molecular
possivel para a persisténcia de 4. marginale e pode permitir a identificagcdo de mecanismos
similares de variacdo em outros patogenos relacionados ao género Ehrlichia. Diversos
patogenos devem usar mecanismos de expressao de proteina de superficie similares para
evasdo da resposta imune do hospedeiro e causar infecgdes cronicas (ALLEMAN et al.,
2001).

A analise de um sito de expressao policistronico de msp2 em A. marginale proveniente
de cultura, glandula salivar de carrapatos, e bovinos com infec¢do aguda ou cronica revelam a
conservacdo das seqiiéncias entre os estdgios da isolado de Oklahoma na maior parte dos
sitios de expressao incluindo as regides flanqueadoras 5" - 3". A excegdo ¢ a regido
hipervariavel central de MSP2 que, ¢ muito polimorfica entre populagdes de 4. marginale.
Mesmo polimorficas, estas seqiiéncias variantes principais nao variam nas passagens em
culturas, estagios agudos de infecgdo eritrocitaria, e glandulas salivares de carrapatos porém,
variam em infec¢des cronicas em hospedeiros bovinos. Estas mudangas na estrutura de um
sitio de expressdo para uma proteina externa de membrana principal e imunoprotetora tem
implicagdes no desenvolvimento de vacinas contra 4. marginale e patégenos relacionados
(BARBET et al., 2001).

Brown et al. (2001) demonstraram a presenca de multiplos epitopos de linfocitos Th
naturalmente processados nas regides N e C terminal de MSP2 que sdo estruturalmente
conservados entre o genogrupo Il de FEhrlichia, sao reconhecidos pelos bovinos como
diferentes haplotipos de complexos de histocompatibilidade principais tipo II. Este fato
poderia explica a dominancia sorologica desta proteina para humanos e animais infectados

20



pelo genogrupo II de Ehrlichia ou, com membros relacionados do grupo I: E. chaffeensis, E.
canis e Cowdria ruminantium (JONGEJAN et al., 1989). Durante a infec¢do persistente
quando organismos antigenicamente variantes emergem seqliencialmente, uma forte resposta
de linfocitos Th diretamente contra epitopos ndo varidveis em MSP2 poderia fornecer uma
acelerada aporte de linfocitos B levando a rapida producao de anticorpos variante-especificos.
Esta resposta em combinacdo com a producdo de interferon y, hipoteticamente controla a
riquetsemia para niveis baixos observados durante a fase cronica.

De La Fuente e Kocan (2001) demonstraram que a pressdo seletiva exercida pela resposta
imune adquirida de bovinos em glandulas salivares cronicamente infectadas de Dermacentor
variabilis ndo influencia o surgimento de mais populacdes de seqiiéncias de msp2
heterogéneas e de variantes de MSP2. Sendo que estas variantes devem ser influenciadas por
outros fatores do hospedeiro vertebrado ou carrapato. Alguma homogeneidade ocorre entre
seqliéncias de MSP2 na populacio de A. marginale em um estigio da multiplicagdo
parasitaria. O padrdo do desenvolvimento de A. marginale em carrapatos ¢ diferente de
protozodrios como Theileria ¢ Babesia spp, no qual as glandulas salivares infectadas sao
descolonizadas quando os parasitos sdo transmitidos ao hospedeiro vertebrado durante o
repasto. Porém, ndo se sabe se as infec¢des cronicas de glandulas salivares sdao totalmente
devido a multiplicacdo da Ehrlichiae dentro destas ou se resulta do constante movimento de
organismos de células intestinais e outros tecidos para as glandulas salivares.

A caracterizagdo do antigeno ANA 29 mostrou que o cDNA codifica para um antigeno nao
caracterizado previamente, que nao apresenta homologia significativa com qualquer outra
proteina hipotética de bactérias ou outros organismos conhecidos no banco de dados. E ndo
foram encontrados homologos deste gene em Ehrlichia canis ou Cowdria ruminantium por
PCR, ou hibridizacdo Southern. A presenga de homologos deste gene em isolados de A.
marginale e A. centrale, mas ausentes em Ehrlichia, sugere que o gene € unico e conservado
para espécies de Anaplasma. A imunizagdo com o antigeno ANA 29 induz a resposta imune
protetora contra o desafio de A. marginale. A anaplasmose ¢ uma doenga que freqiientemente
pode ser exacerbada pela vacinagdo apesar de o mecanismo ainda nao estar claro, mas pode
estar ligado a antigenos inapropriados ou resposta imunolodgica inapropriada. Desta forma, a
protecao pode ser definida como uma redugdo na parasitemia, hemolise e mortalidade (HOPE
et al., 2004).

Operon associated genes (opag) 1 e 3 sdo componentes da superfamilia MSP2 e sua

funcdo permanece desconhecida. A observacdo de que genes estruturais de bactérias sdo
freqiientemente organizados em grupos que codificam proteinas as quais t€ém funcdes
relacionadas (Lewin 2000 apud Lohr et al. 2002), sugere que a proteina OPAG participe de
interacdes na membrana de A. marginale. Nao ¢ conhecido se o gene opag 1 € expresso em
pequena quantidade, ou ndo é expresso. Opag 3 € expresso somente dentro do eritrocito
durante riquetsemia aguda. A expressao diferencial de proteinas de membrana externa dentro
de um mesmo operon, ¢ um achado novo em bactérias transmitidas por carrapatos, e a
regulacao da expressao deve ser amplamente aplicavel para entender como o patdogeno se
adapta as transi¢des de hospedeiros (Lohr et al. 2002).
Nos estudos de Noh et al., (2008), Am 778 foi originalmente anotada como sendo uma
proteina hipotética codificada por um locus que também codifica Am 779 e 780. Estas ultimas
proteinas também foram identificadas em complexos de proteinas de superficie de A.
marginale isolado de eritrécitos. Ge et al., (2007) citam que todas as trés proteinas sdo
expressas na superficie e seus genes sao altamente conservados entre os géneros da familia
Anaplasmataceae, incluindo 4. phagocytophilum, E. canis, e. chaffeensis, E. ruminantium e
Wolbachia spp.
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Os complexos de proteinas expressas na superficie de A. marginale isolados de
eritrocitos induzem imunidade protetora igual aquela produzida por membranas externas
purificadas (NOH et al., 2008).

O genoma do isolado norte-americano Saint Maries de A. marginale foi clonado em

cromossomo artificial bacteriano, seqiienciado e anotado apresentando 1.197.687 pares de
bases (pb) (BRAYTON et al., 2005). Um dos aspectos mais relevantes da andlise gendmica
de A. marginale foi a descoberta de novas proteinas de membrana da riquétsia. Pela anotagao
do genoma do isolado americano, poucas seqiiéncias puderam ser classificadas como
codificantes para proteinas de membrana externa (outer membrane protein - OMP). E a
maioria delas, estava inserida nas superfamilias MSP1 e MSP2 (BRAYTON et al., 2006).
Na superfamilia MSP2, foram identificadas 14 seqiiéncias codificantes para proteinas de
membrana externa (outer membrane proteins-OMPs). Com exce¢do de omp2, omp3 e omp0,
0s quais sdo provavelmente pseudogenes, os demais omps sdo transcritos em eritrocitos
bovinos infectados com A. marginale, no intestino e glandula salivar de carrapato, e em
linhagem celular IDE8 de carrapato. OMPs 1, 4, 7, 8,9 e 11 sdo expressos como proteinas em
eritrocitos bovinos infectados com 4. marginale. No entanto, em células de carrapato, a
expressao das proteinas OMPs 1, 4, 7, 8, 9 ¢ reduzida e, no caso de OMP11, ausente (NOH e¢
al., 2006).

2.2.8 Proteinas externas de membrana (OMPs)

A fun¢do das Proteinas externas de membrana (OMPs) tem sido amplamente
estudadas e pouco se sabe a respeito da sua influéncia na imunidade. Véarios estudos em
vacinas tém sido direcionados a OMPs especificas tendo um sucesso limitado quando
comparado as imunizagdes utilizando-se bactérias inteiras ou membranas externas intactas,
pelo fato das OMPs serem maiores que os haptenos, porém, podem nao apresentar epitopos de
linfocitos T suficientes para induzir resposta ou nao ser suficientemente apresentado por
MHC classe II. OMPs que sabidamente contenham multiplos epitopos de linfocitos T podem
atuar como carreadores de outras OMPs as quais sdo antigenos fracos de linfocitos T, dessa
forma, a MSP1bl que ¢ um fraco antigeno, quando associada a MSPla que ¢ rica em
epitopos T, tem efeito imunogénico significativo levando a altos niveis de produgdo de
anticorpos contra MSP1b1 (MACMILLAN et al., 2008).

Para se entender completamente a natureza de protecdo das membranas externas de 4.

marginale, ¢ importante determinar a complexidade das interacdes entre proteinas de
membrana e como os complexos influenciam na imunidade (MACMILLAN et al., 2008).
Imunizagdes com preparagdoes de OMP tém demonstrado conferir prote¢do contra A.
marginale (BROWN et al., 1998a). A imuniza¢do com membranas externas purificadas induz
a protecdo contra infeccdao aguda de A. marginale e doenga, e uma abordagem protedmica e
gendmica recentemente identificou 21 proteinas dentro dos imundgenos de membrana externa
além das principais proteinas de superficie MSP1 a MSP5.
A proteina leucil aminopeptidase (PepA) e o fator de elongacdo Tu (EF-Tu) anteriormente,
foram classificados como proteinas citoplasmaticas, mas, apds analise in silico pelo programa
TMHMM, foram reconhecidas como proteinas ancoradas a membrana externa e expostas ao
meio extracelular (Lopez et al., 2005). Leucil aminopeptidase, ¢ uma enzima que promove a
quebra de ligacdes peptidicas por hidrélise em vias metabdlicas de aminoécidos.

O sistema de secre¢dao tipo IV (TFSS) transporta macromoléculas através da
membrana de forma ATP dependente, sendo relacionado ao sistema de conjugagdo em
bactérias gram negativas (NIU et al., 2006). TFSS ¢ um dos poucos grupos de genes
sinté€nicos entre todos os rickettsiales seqiienciados sugerindo que a coordenagdo da expressao
destes genes é critica (HOTOPP et al., 2006). E possivel, que a expressio de TFSS seja
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regulada e associada a sobrevivéncia em bactérias intracelulares obrigatérias (NIU et al.,
2006). Pela sua localizacdo na superficie, natureza altamente conservada, e exigéncia a
sobrevivéncia intracelular, proteinas TFSS de bactérias gram negativas sdo alvos coerentes
para investigagdo imunologica (LOPEZ et al., 2007).

Dentre as proteinas recentemente descobertas estdo as proteinas do sistema de
secre¢ao tipo IV (TFSS) VirB9-2, VirB10, fator de elongacdo termo instavel (EF-Tu) e
proteina conjugal de transferéncia (VirB9-1). Em outras bactérias gram negativas, proteinas
do TFSS formam canais que facilitam a secre¢do de moléculas, e sdo necessdrias a
sobrevivéncia celular. Os trés tipos de proteinas TFSS s3o altamente conservadas como
proteinas ortdlogas em Anaplasma phagocytophilum, Ehrlichia chaffensis e Ehrlichia canis.
O reconhecimento das proteinas dos antigenos de TFSS por Células T CD4 e por IgG2 de
bovinos imunizados com a fracdo de membrana externa de prote¢cdo fornece uma razio para
incluir estas proteinas no desenvolvimento de vacinas contra A. marginale e patdgenos
relacionados (LOPEZ et al., 2007).

Proteinas do sistema de secrecao tipo IV (TFSS), presentes em membranas externas de
bactérias, sdo altamente conservadas entre isolados geograficamente distintos de A. marginale
e imunogénicas para bovinos que possuem mesmo MHC classe II. Estes fatores indicam o
potencial das proteinas TFSS no desenvolvimento de vacinas para 4. marginale (LOPEZ et
al., 2007).

O fator de elongacdo termo instavel (EF-Tu), ¢ uma enzima pertencente a familia das
hidrolases, envolvida na sintese protéica, exercendo a fungdo de elongacao da cadeia durante
a sintese de polipeptideos no ribossomo. Ramos et al. (2007), avaliaram o padrdo de
transcricao de diversos genes para proteinas de membrana de A. marginale entre elas EF-Tu, e
apos andlise, esta foi classificada como uma proteina associada 8 membrana (LOPEZ et al.
2005). Araujo et al. (2008) e Lopez et al. (2008) expressaram ef-tu em Escherichia coli e a
proteina recombinante foi capaz de induzir a resposta proliferativa de linfocitos T e titulos de
IgG2 superiores aos de IgG1, comprovando possuir capacidade imunoestimulatoria desejada.

Bovinos infectados experimental ou naturalmente por VirB9-2, VirB10 e EF-Tu,
membros do TFSS obtém uma resposta humoral especifica que pode ser detectada por ELISA
com proteinas recombinantes, provando que estas proteinas sao imunogénicas. Os epitopos
sdo conservados entre isolados heter6logos de A. marginale (Rio Grande do Norte e Alagoas).
Ambas caracteristicas sdo importantes para o desenvolvimento de imunogenos,
principalmente em paises com dimensdes continentais como o Brasil. O reconhecimento de
VirB9-2, VirB10 e EF-Tu por anticorpos a partir de bovinos infectados com isolados
homologos e heterdlogos, e por IgG2 de bovinos naturalmente infectados com esta riquétsia
suporta a inclusao destas proteinas no desenvolvimento de vacinas contra A. marginale.
(ARAUJO et al., 2008).

As superéxido desmutases (SOD) também faz parte do TFSS e, sdo metaloenzimas
que tém a funcdo de catalizar a rea¢do de dismutacdo O, ®» H,O, ® O,. Existem outros tipos
de SODs, os quais podem ser distinguidas pelo metal presente no sitio ativo (ex:MnSOD,
ZnSOD). Ohashi et al. (2002), afirmaram que o gene sodb de Anaplasma e Ehrlichia spp,
provavelmente codifica uma FeSOD. Ferro SODs e Manganés SODs sdo conhecidas por
defender as células bacterianas de oxigénio reativo, gerado a partir do metabolismo
bacteriano, e proteger o DNA de danos oxidativos.

A funcdo de VIRB3 nao ¢ bem definida, porém, Berger e Christie (1994),
estabeleceram em seus estudos que virb3 e virb5 sao genes essenciais de viruléncia. VirB9-1 ¢
ortdlogo a VirB9-2 (MCLEOD et al., 2004) sendo responsavel pela transferéncia de
complexos proteina-DNA e macromoléculas entre células (LOPEZ et al., 2007).

A proteina codificada pelo gene am854 foi analisada pelo software TMHMM, sendo
classificada como proteina de membrana por Lopez et al. (2005). Neste mesmo experimento,
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relataram ainda que AM854 ¢ uma lipoproteina associada a um peptideoglicano, que também
faz parte dos componentes estruturais da membrana externa e que possui homologia com
proteinas relacionadas a Ehrlichia canis quando submetidas ao BLAST.

Dentro da superfamilia MSP2, foram identificados ainda 15 OMPs (outer membrane
proteins), com seqiiéncias similares a msp2 e/ou msp4. Estes genes podem ser agrupados
isoladamente ou em estruturas semelhantes a um operon (Brayton et al. 2006). Dentro deste
grupo, omp2, omp3, € omp6, provavelmente sdo pseudogenes, ja que seus transcritos nao
foram detectados nos estagios eritrociticos de diferentes isolados de 4. marginale (NOH et al.
2005; RAMOS et al. 2007).

As OMPs 4, 7, 10 e 14 sdo proteinas que permanecem com funcdo indefinida em A4.

marginale, sendo designados membros da superfamilia MSP2, pela homologia de seqiiéncias
aos antigenos de superficie da familia pfam01617 (BRAYTON et al. 2005). Porém, estas
OMPs, sao alvos de anticorpos induzidos pela imunizacao de bovinos com membrana externa
purificada e, especificamente por altos titulos de IgG2, que estd associada a imunidade
protetora (LOPEZ et al. 2005).
O isolado vacinal AMCE possui em seu genoma, os genes ompl, omp4, omp5, omp7, omp9,
ompl0, ompll, ompl2, ompl3 e ompl4 (Genbank CP001759). Herndon et al. (2009),
afirmaram que a familia das omps 1-15 presentes nos isolados americanos de A. marginale
sensu stricto ¢ reduzida em AMCE, tendo as OMPs 7-9 colapsadas em uma tUnica regido
codante, e os homologos OMPs 2, 3, 6 e 15 estdo ausentes.

A incorporagdo de multiplos epitopos na imunizagdo com DNA consiste de um novo
método para aumentar a imunogenicidade e protecdo do animal vacinado como comparado a
vacinas de um epitopo (KANO et al., 2008).

A expressao diferencial de 4. marginale ompl, omp4, omp7, omp8, omp9, e ompll
entre tipos celulares parece ser pelo menos em parte regulado transcricionalmente. A
quantidade destas omps expressas em células de carrapato IDES estdo marcadamente menores
que nos eritrocitos (NOH et al., 2006). Estas OMPs podem ter um papel na inducdo da
imunidade protetora apos a imunizagdo com membrana externa purificada de A. marginale
(BROWN et al., 1998b). Nenhuma das MSPs anteriormente identificadas induziram
imunidade consistente (PALMER et al., 1988). As OMPs 4, 7,10 e 14 tem sido identificadas
recentemente como alvo de anticorpos induzidos pela imunizagdo de gado com membranas
externas purificadas e, especificamente, por altos titulos de IgG2, o qual ¢ associado com
imunidade protetora (BROWN et al.,, 1998a). As OMPs expressas devem ter um papel
importante na manutencdo da conformacdo original da membrana, como esta, em A.
marginale, ¢ composta por proteinas com amplas unides covalentes e ndo covalentes intra e
intermoleculares (VIDOTTO et al., 1994).

O conhecimento que estas OMPs sdo relativamente invariantes e sdo expressas dentro
de eritrocitos infectados, suporta investigacdes a respeito de sua importancia na imunidade e
relevancia para o desenvolvimento de vacinas (NOH et al., 2006).

Os genes ompl-14 sdao altamente conservados durante todo ciclo de infecgao,
incluindo bezerros com infec¢cdo aguda e cronica, glandula salivar do carrapato, € no bezerro
infectado subseqiiente a transmissao feita pelo repasto do carrapato. Este alto grau de
conservagdo € mais relacionado a Ehrlichia sp do que msp2 e msp3 de A. marginale (NOH et
al., 2006).

A disponibilidade da seqiiéncia do genoma completo da isolado St. Maries de 4.
marginale permite novas pesquisas para a identificagdo de OMPs ainda nao descritas no
complexo de imundgenos de membranas externas, além de possibilitar a comparacdo da
conservagao de seqiiéncia de proteinas entre diferentes isolados. A imunizacao de bovinos
com OMP de A. marginale purificadas, induz a completa protecdo contra infec¢do que esta
associada com a secre¢dao de interferon gama mediada por linfocitos T CD4+ e titulo de
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anticorpos imunoglobulina G2 (IgG2). Baseado nas afirmagdes citadas acima, Lopez et al.,
(2005), através de uma abordagem protedOmica e gendmica identificaram novas OMPs
utilizando anticorpos IgG2 de animais vacinados com estas OMPs. A. phagocytophilum
contém proteinas altamente similares a MSP2 de A. marginale e pesquisas sobre proteinas de
A. marginale no BLAST identificadas no estudo de Lopez et al., (2005), indicaram que
algumas tém homologia com proteinas de A. phagocytophilum e espécies do género Ehrlichia.

2.2.9 Aspectos gerais do genoma

A andlise do genoma das bactérias tem definindo rotas metabolicas, que podem ser
testadas para descoberta de novos antibioticos, e mistérios como o percentual significativo de
genes que na maioria dos genomas bacterianos, ndo estdo relacionados com nenhum outro
gene identificado. A identificacdo destes genes bacterianos desconhecidos e suas fungdes
podem ajudar a entender os mecanismos de sobrevivéncia das bactérias como parasitas
obrigatorios, levando a novas pesquisas para o controle de patogenos especialmente quando o
metabolismo for mais bem entendido. A maioria das bactérias parasitas obrigatorios tem
genoma muito pequeno e presume-se que retém somente as fungdes mais importantes para
sobrevivéncia e propagacao (PALMER, 2002).

A diminuicao do tamanho do genoma acredita-se ser resultado de redugdo evolutiva, e
o patdgeno de hoje ¢ derivado de um precursor com genoma maior. Organismos que possuem
um estilo de vida endosimbiotico estdo em risco. As atividades de genes nucleares
homologos podem conferir genes do endosimbionte descartaveis e como conseqiiéncia eles se
tornam vulneraveis a supressao por mutacdo. A conseqiiéncia do acimulo dessas mutagdes
sera a inativacdo e eventual delecdo de genes ndo essenciais. Estes, e outros genes, podem ter
sido deletados, quando um genoma ancestral viveu primeiramente em uma célula nucleada.
Quando genes essenciais a vida livre sdo perdidos, o endosimbionte torna-se um residente
obrigatdrio de seu hospedeiro (ANDERSSON et al., 1998).

As bactérias com genoma pequeno sofrem redugdo progressiva em seus genomas €

ainda assim mantém a capacidade de infectar, sobrevivéncia, e replicacdo para causar doenca
nos animais. Notavelmente, devotam um alto percentual de seus genomas a familias pardlogas
de moléculas polimorficas de superficie. Enquanto a maioria dos genes duplicados foram
deletados, numerosas copias de genes que codificam proteinas de membrana polimoérficas sdo
mantidos. A pressdo seletiva para manutencdo desses genes parece ser o sistema imune
hospedeiro, que tende a manter a capacidade genética de expressas diversos grupos de
moléculas antigenicamente polimoérficas. A geragdo de resposta imune adaptativa a epitopos
expostos na superficie da membrana externa resulta em eliminagdo do patégeno (PALMER,
2002).
Seqiiéncias gendmicas podem ser excluidas por um mecanismo mais abrupto, que consiste na
recombinagdo intracromossomial em seqiiéncias duplicadas, os quais podem resultar na
delecao de seqiiéncias intervenientes, a perda da duplicagdo de seqiiéncia e o rearranjo da
seqiiéncia flanqueada (ANDERSSON et al., 1998).

Muitas espécies da ordem Rickettsiales sdo bactérias intracelulares obrigatorias com
exigéncias nutricionais especificas, e necessitam ser cultivadas em linhagens celulares
eucaridticas, o que dificulta a obtencao de grande quantidade de DNA para o sequenciamento
do genoma completo (COLLINS et al., 2005).

O pequeno genoma de A. marginale (1.197.687 pares de bases) permitiu que Brayton
et al. (2005) usassem cromossomos artificiais bacterianos (BAC) para obter a seqiiéncia
genOmica sem a purificacdo do organismo a partir da célula hospedeira. Reportando, desta
maneira, o genoma completo de A. marginale isolado St. Maries, originalmente isolado de um
animal com anaplasmose aguda. O genoma circular completo deste isolado, possui contetido
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G+C de 49,8%, que ¢ pouco comum em organismos intracelulares obrigatorios, que em sua
maioria ¢ baixo. O genoma possui uma alta densidade de genes codificadores (86%), tipico de
bactérias intracelulares adaptadas que tém um contetudo codificador minimo para manutengao
da vida em nichos particulares. O genoma de A. marginale isolado Saint Maries codifica 949
seqliéncias de DNA codificantes, com uma média de 1.077 pares de base, incluido oito
seqiiéncias codificantes anotadas, como dominios Open Reading Frame (ORF), os quais
podem ser pseudogenes classicos. O genoma deste isolado contém um tnico operon de genes
RNA ribossomais, que parecem ser tipicos da ordem Rickettsiales e 37 genes de RNA
transportadores, representando 20 aminoacidos. Apesar de 162 seqiiéncias codificadoras
foram preditas contendo peptideos sinalizadores, poucas seqiiéncias puderam ser atribuidas a
membrana externa. Ocorrem também poucos pseudogenes, definidos como copias inativas de
genes funcionais. Foram identificadas 62 proteinas de membrana externa (OMP), o que ja era
esperado para um genoma pequeno (BRAYTON et al., 2005).

No ano de 2009, o sequenciamento do genoma de 4. marginale centrale foi relatado
por Herndom et al., ter 1.206.806 pares de base em seu cromossomo circular, com 925
seqiiéncias codificantes preditas, 19 pseudogenes, 37 tRNAs e um grupo tnico de genes RNA
ribossomais e 10 genes nao encontrados nos isolados Saint Maries e Florida. O
sequenciamento deste genoma ¢ de fundamental importdncia para o desenvolvimento de
vacinas devido a imunidade conferida pela vacinacdo com esse isolado ser suficiente para
prevenir o desenvolvimento de doenga clinica em bovinos (PIPANO, 1995), portanto, os
epitopos cruciais para o desenvolvimento de imunidade devem ser conservados.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Pesquisa de anticorpos homologos a Borrelia burgdorferi por ELISA indireto

A primeira etapa do estudo compreendeu a producdo de antigeno de B. burgdorferi
para realizacdo dos testes ELISA indireto, sendo realizada no laboratério de Doencas
Parasitarias da UFRRJ. O antigeno foi preparado em meio BSK-H completo segundo
metodologia descrita por ISHIKAWA (1997), sendo utilizada como referéncia B. burgdorferi
stricto sensu isolado G39/40 de origem americana, mantida no Laboratério de Integracao
Artrite e Microrganismo, Departamento de Reumatologia, Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo, Centro de Referéncia para Borreliose de Lyme no Brasil e
gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Natalino Hajime Y oshinari.

Foram coletadas 400 amostras de sangue de bovinos oriundos do municipio de Vila do
Café (ES), e de setores da UFRRJ como: Fazendinha, bovino de leite e reproducdo. A partir
das amostras de sangue, foi extraido o soro e realizado o teste ELISA indireto para presenca
de anticorpos homoélogos a B. burgdorferi. Os animais que se apresentaram positivos ao
ELISA, tiveram os carrapatos encontrados fixados em seu corpo coletados para posterior
extragdo de DNA e PCR.

O soro controle positivo foi obtido a partir da inoculagao experimental de uma bezerra
fémea de 50 dias de idade, sadia, pesando 36 Kg de peso vivo, originario do setor de
reprodugao animal, Instituto de Zootecnia, da UFRRJ (GUEDES JR, 2006).

3.2 Obtencao dos controles negativos para ELISA indireto de B. burgdorferi

Os soros utilizados como controles negativo foram gentilmente cedidos pelo Dr.
Flabio Ribeiro de Araujo, Pesquisador do Centro Nacional de Pesquisa de Gado de Corte,
EMBRAPA, Campo Grande, MS.

3.3 Ensaio de imunoadsor¢ao enzimatica (ELISA) indireto para anticorpos homoélogos a
B. burgdorferi

Os experimentos referentes ao Elisa indireto para deteccdo de anticorpos homoélogos a
Borrelia burgdorferi foram realizados no laboratério de Doencas Parasitarias da UFRRJ, no
municipio de Seropédica - RJ.

As amostras de soros coletadas foram analisadas através do ensaio ELISA indireto
padronizado por ISHIKAWA (1996). Para a sensibiliza¢do da placa Costar (3590), o antigeno
foi diluido em tampao Coating buffer pH = 9,6, na concentragdo de 15 pg/mL, sendo mantida
em camara umida a 4°C “over night”. A placa foi bloqueada com gelatina a 1% em PBS
tween 20 0,05%, pH 7,4 e incubada por 1 hora em temperatura ambiente. Os soros testes,
controles negativos e positivo foram diluidos a concentragdo de 1:400 em PBS tween 20
0,05% pH=7,4, e incubada por 1 hora em temperatura ambiente. Foi utilizado o conjugado
anti-IgG bovino ligado a fosfatase alcalina (Sigma Chemical) diluido 1:1000 em PBS tween
20 0,05%, sendo incubada por 1 hora em temperatura ambiente, apos o qual, foi adicionado a
placa o substrato para-nitro-fenil-fosfato de sodio (PNPP — Sigma Chemical) diluido em
tampao glicina pH=10,5 na concentracdo de 1mg/mL. Em todas as fases do ensaio foi
utilizado 200uL de solugdo por poco e antes de cada etapa a placa foi lavada 3 vezes com
PBS Tween 20 0,05%. Estas permaneceram a temperatura ambiente até a revelagdo e
momento de leitura em espectrofotdmetro para microplacas de 96 orificios (Microplate
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Reader model 550, Bio-Rad Laboratories), utilizando filtro para comprimento de onda de
405nm (GUEDES JR, 2006).

3.4 Determinacio da linha de corte (cut-off) dos ELISAs para anticorpos homélogos B.
burgdorferi.

Os pontos de corte para os ensaios foram determinados segundo metodologia descrita
por Frey et al. (1998), utilizando a distribuicao t-Student, sendo a féormula matematica
expressa como o desvio-padrdo multiplicado por um fator que ¢ baseado no nimero de
controles negativos e no intervalo de confianga:

Cutoff= X+ 8D 1 +(1,/x)

Em que:

Y : Média das leituras dos soros controles negativos
SD : Desvio-padrao

t : valor para a distribui¢do t, baseado em n e no percentual de nivel de confianga
desejado.

n : nimero de controles negativos.

Para cada placa, o ponto de corte foi calculado com 12 soros controle negativos, sendo
o nivel de confianga de 99,0% e valor de t igual a 2,829, segundo tabela com valores para t-
distribuicao para calculo de ponto de corte (FREY et al., 1998).

Os bovinos que apresentaram reatividade sorologica foi coletado sangue e os
carrapatos presentes nos animais. Este material foi devidamente identificado e armazenado a
temperatura de -20°C.

3.5 Biologia molecular

Os experimentos referentes ao diagnostico molecular foram realizados no laboratério
de Biologia Molecular e Imunologia da area de Sanidade Animal da Embrapa Gado de Corte,
no municipio de Campo Grande-MS, sob orientagdo do Dr Flabio Ribeiro de Araujo.

3.6 Isolado de A. marginale e Borrelia sp

Foi utilizado o isolado brasileiro de A. marginale Pernambuco - Zona da Mata
(AMBR), o qual estava mantido na forma de estabilizado de sangue infectado com 10% de
glicerol, em nitrogénio liquido.

Como controles positivos das reacdes de PCR foi utilizado o isolado americano de B.
burgdorferi G39/40, mantida em meio BSK em nitrogénio liquido no Laboratério de Doencas
Parasitarias da UFRRJ, cedidas gentilmente pelo Dr. Natalino Hajime Yoshinari, professor da
USP. E o isolado brasileiro de Borrelia anserina mantida por sucessivas passagens em
galinhas, gentilmente cedida por Labruna (UFMQG).
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3.7 Extracao de DNA total

Os bovinos que apresentaram sorologia positiva ao ELISA para B. burgdorferi com
densidades Opticas proximas as do controle positivo, foram escolhidos para coleta de sangue e
de carrapatos para extragdo de DNA. O protocolo utilizado para a extragdo de DNA de
carrapatos esta relatado no anexo A.

A extracao do DNA gendmico das culturas de B. burgdorferi e B. anserina utilizadas
como controle positivo das reagdes de PCR, sangue de bovinos positivos a sorologia para B.
burgdorferi e do isolado de 4. marginale Pernambuco - Zona da Mata foram realizadas, com
o auxilio do Kit comercial Easy-DNA (Invitrogen®) segundo recomendacdo do fabricante. A
concentracdo do DNA extraido e a razdo da absorbancia 260/280 foram determinadas em
spectrofotdmetro Nanodrop (Thermo Scientific”).

3.8 Oligonucleotideos iniciadores para deteccio de Borrelia sp

Primeiramente foram desenhados 12 oligonucleotideos iniciadores baseados em genes
do grupo B. burgdorferi lato sensu considerados conservados entre as espécies deste grupo
(Tabela 1). Posteriormente, foram desenhados mais 20 oligonucleotideos iniciadores, desta
vez baseados em genes do grupo B. theileri (Tabela 2). Também foi utilizado um par de
oligonucleotideos iniciadores para o gen rpoB referenciado por LEE et al., (2000) (Tabela 3).

Tabela 1: Seqiiéncias de oligonucleotideos iniciadores (O.Il.), tamanho do produto
amplificado, temperatura de anelamento (TA) e regido do genoma de B. burgdorferi B31.

GENE | O. L SEQUENCIA (5' - 3" PRODUTO T‘;A' REGIAO
(pb) (°C)
F GAGGTGATCCAGCCGCACTTTCCAGTA
16s 1 734 60 444585 - 445318
R GTCTACGCTGTAAACGATGCACACTTGGTG
F CCAAGTGTGCATCGTTTACAGCGTAGACTA
16s 2 826 57 445291 - 446116
R ATAACGAAGAGTTTGATCCTGGCTTAGAAC
F TTTTGCTCAAGAGACTGATGGATT
flaAdl 692 52 705630 - 706321
R TTGAAACTCTAAAAGCCTTAAATCTCATTT
F CATCTGCTATGATTATGCCACCATTTA
flad?2 844 52 705977 - 706821
R GCTGCCCT(G/A)AATATTTCATCAATAGTATC
F | AATAC(A/G)TCAGCTATTAATGCTTCAAGAAATAA
fla B 899 52 147746 - 148644
R ACAACCTCATCTGTCATTGTAGCATCTTTTAT
groel | F TTAGTGGCGTTGAAAAATTATCCAATG
532 52 688536 - 689068
1 R TTGCATACCCTCAACATAAGAAATCGTA
groel | F ACTACGATTTCTTATGTTGAGGGTATGC
h 416 52 689039 - 689454
R ATAGTTTTAGCCTGTCCAAGTTGCTCAA
groel | F CAACTTGGACAGGCTAAAA
3 656 52 689432 - 690087
R CCACCAGAAGTATTTTTCTCT
F GCTGCTAGAAAGCGAATAATTCATAAAA
hbb 641 52 237406 - 238046
R TTGCCCTTCAAAATTCCTTCTACTATTAA
recA | F AGCTTGCAAGAGTTCAAATAG 839 52 126502 - 127340
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R TTTTTGTATTAAATTATGCTTAA
F TTGGGAATAGGTCTAATATTAGCCTTAAT

ospA 800 52 9408 - 10207
R AAAGCGTTTTTAA(T/G)TTCATCAAGT
F CCAGTTATCCTGCCAAGGGTAA

5s-23s 289 52 435243 - 435531
R

AGCGAATAAGAGCTTAACTTCTGTGTT

Tabela 2: Seqiiéncias de oligonucleotideos iniciadores (O.l.), tamanho do produto
amplificado, temperatura de anelamento (T.A.) e regido do genoma de B. burgdorferi
amplificado. Seqiiéncias de oligonucleotideos iniciadores baseados principalmente no genoma
completo de Borrrelia hermsii DAH (referéncia no genbank 314723) (grupo B. burgdorferi
bactérias incultivaveis). O O.l. p66 4 refere-se ao genoma completo de B. recurrentis
(referéncia no genbank 412418), e os O.1. p66 5, glpq? e glpg3 baseiam-se no genoma de B.
turicatae (referéncia no genbank 314724).

PRODUTO T.A. z
GENE 0.1 SEQUENCIA (58' - 3' o REGIAO
Q G- (PB) CC)
F TGAAGG(A/T/G)GAAAAAGAATCATG
po6o6 1 491 49 636106 - 636596
R TTTT(A/G)TCTGAACCTTTAAGTGA(A/T)C
F TTTTCTATACTTGGACACATCTC
po6 2 668 49 636081 - 636748
R TCTAC(C/T)CCAGCTTTTAGATATA
F AAGATAATAAG(C/A)AAGGTCTTA
po66 3 216 45 336984 - 337200
R TTTTTGATATGGATTCTAAA
F AAAGCAATTTGATCCAGTAAGCAATAAGC
po6 4 577 54 648648 - 649224
R ATTAAGGGTTCCTAGCATATGAGCACCTAC
F GACGGTGAACAAGAATCATG
po66 5 512 49 633426 - 633937
R TCTAC(C/T)CCAGCTTTTAGATATA
F TTCGCTTGTAGATGAGTCTGCGTCTTATTA
rrs 1 664 62 447935 - 448598
R AGGCGGCACACTTAACACGTTAGCT
F GCTTCGCTTGTAGATGAGTC
rrs 2 664 54 447937 - 448600
R GCGGCACACTTAACACGT
F AGTACCGAAGCTAACGTGTT
rrs 3 365 58 447603 - 447967
R ATAAGGGCCATGATGATTTG
F GCTTGTAGATGAGTCTGCGTCTTATTAG
rrs 4 511 57 448085 - 448595
R TTCGCCTCTGGTATTCTTCCTGATA
F TCCTGGTGTAAGGGTGGAATCTGTTGATA
rrs 5 541 59 447596 - 448136
R CCAGGACATAAGGGCCATGATGATTTGAC
F AGAAAATTGCAA(A/G)AGATAGAATGTC
rpob 1 257 53 405290 - 405546
R TCTACCATAATGCGTATAATGAACA
F TGGTGA(A/G)TTGCTTACAAATATA
rpob 2 301 49 405293 - 405593
R ACCATAATGGGTATAATGCACATC(C/T)CTTAC
F ACAAA(A/G) GATAATATTCCTGTTAT
glpq 1 752 47 249541 - 250292
R TCTACTTTTGCTTT(A/G)TTGAATA
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F TATGGCATAAACAACAAGGTAAAGATAT
glpg 2 443 54 249183 - 249625
R TAGGCCATCTATTTTAGCTTGATTA
F ATTGCCTGTCAGAATGAAA
glpg 3 484 558 248708 - 249191
R TATGCCATAAGGGTTTTT
F GCTTGGAATGCAACCTG
flab 1 517 47 148064 - 148580
R TGCTTGTGCAATCATAGC
F TGATCATAAATCATAATACGTCAGCTATA
flab?2 462 54 148567 - 149028
R GTTGCATTCCAAGCTCTTCAG
F TGAGTAACGCGTGGATAATCTGC
16s 1 626 60 448085 - 448710
R TTCGCCTCTGGTATTCTTCCTGATA
F GGTGGAATCTGTTGATATCAGGAAGAATAC
165 2 527 59 447598 - 448124
R AGGACATAAGGGCCATGATGATTTGA
F TCTGCCTACGAGATGGGGATAACTATTAG
16s 589 55 448104 - 448692
R CTGATATCAACAGATTCCACCCTTACACCA

Tabela 3: Seqiiéncia de oligonucleotideo iniciador utilizado para amplifica¢do parcial do gene
rpoB nos estudos de LEE et al. (2000), regido correspondente ao genoma completo de B.
burgdorferi ZS7 (referéncia no genbank 445985).

GENE | O.1 SEQUENCIA (5' - 3') PR(()I%[;TO TA (°C) REGIAO
o« |_F_| GATGATATTGACCATITAGG | 45 |aonoas . 40331¢

'Do. -

P R | TTCAGGGGTTTCAATAGGAC

3.9 Oligonucleotideos iniciadores para deteccao de A. marginale

A amplifica¢do in vitro do DNA de A. marginale isolado Pernambuco Zona da Mata,
foi realizada utilizando os oligonucleotideos iniciadores que estao listados na tabela 1, e estes,
foram desenhados para amplificacdo de genes completos, baseados na sequéncia do genoma
do isolado Saint Maries de A. marginale disponivel no Genbank, a maior parte deles tendo
sido primeiramente utilizados por Ramos et al., (2007).

Tabela 4: Seqiiéncias dos oligonucluotideos iniciadores utilizados para amplificacdo dos
genes de A. marginale primers confeccionados utilizando as seqiliéncias do genoma
disponiveis no GenBank do isolado Saint Maries (referéncia no genbank 234826).

GENE | O.L SEQUENCIA (5' - 3') PR((’Iﬂ)‘)JTO REGIAO

omp 1 |_F_| AAGGTCTACGGCTTGGTTTACGCTGCGITGTCTTT o 1027576 - 1025552
R | AGTCTGATACCGCACTCAAACCCAAAATAGTCCAG

omp 4 |_F_| CAGCATATCATTGAATACAGGAGGAAGTCGCTTAT 18 1040447 - 1041574
R GTGGCTAGCCGCTTTGGAGATGTTACCAG
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oms [ ] CIGOTOTORGIOTIIOEETATS T 12| s - oo
om 7 | £ TCTITICTGTTOGAIGOGGTTGTA T T e—
oy | ICCGACCGRTONTT | 1 | s oo
] —— T
om e | e
o 15 | b TSN 1 | snrs ome
F ATGAAAAAGGCTTTCATGGTTT
Am 097 R CTACCCACGTCCCCTTCTG 813 77775 - 78587
F ATGAAAAAGCTTGAGCTTGCTA
Am 197 R C"l('}ACTTGG(C}}((:ZTTc"}chgGGi((:}CCG >10 166838 - 167347
JEE e —c TR T R
F ATGCTGCATCGTTGGTTA
Am 854 R CS:T?SAGSSGCgiCCA?IC 711 789000 - 789710
msse [ ACTOCTMGIACCSOTC T s | -
o |k ASTIOCAGAGCATITICCTG
Opag3 TR 936 1028730 - 1029665
s [ TN
F TCACACACCCGCGGTTTCAAGCCT
SodB R TCCGCTGCGCAGTTGGTATACAT 664 752533 - 753196

3.10 Reacio em cadeia da polimerase (PCR)

A reagdo de PCR foi preparada para volume final de 20pL contendo 10mM de tris-
HCI (pH 8,5), 50mM de KCI, 1,5 mM MgCl, , 0,25mM de cada dNTPs, 100ng de cada
oligonucleotideo iniciador (senso e anti-senso), 2,5 U de Taq DNA polimerase (Invitrogen™) e
100 ng de DNA gendmico. Foi preparada uma reagdo para cada gene, e estas foram levadas
ao termociclador da marca Mastercycler personal-Eppendorf® .

A reagdo de PCR foi definida pelos pardmetros de amplificagdo os quais foram:
desnaturagdo inicial a 94°C por 4 minutos seguido de 35 ciclos de desnaturagao a 94°C por 1
minuto, anelamento a 55°C por 1 minuto (para as reagdes de amplificacdo de 4. marginale), e
extensdo a 72°C também por 1 min, seguida de uma etapa de extensao final a 72°C por 4 min.
As reacdes de PCR foram realizadas a partir de DNA gendmico, como controle positivo,
cDNA para detecgao de transcrito, e 4gua miliQ como controle negativo.

Todas as reagdes foram padronizadas para cada oligonucleotideo iniciador, testando
varias temperaturas para determinag¢ao de melhor temperatura de anelamento (Figura 5). Os
produtos das PCRs foram separados por eletroforese em gel de agarose 1% utilizando o
marcador de peso molecular 1 Kb plus DNA Ladder”® - Invitrogen (Figura 6) e corados com
Sybr Green® para visualizacdo dos amplicons.
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Figura 5: Figura esquematica da PCR de padronizacdo realizada para todos os
oligonucleotideos iniciadores desenhados, para escolha da temperatura de anelamento que
fornece o melhor padrdo de amplificacio dos DNAs controle positivo. Gel de agarose 1%
corado com Sybr Green®. As amostras estio dispostas no gel da esquerda para direita a partir
do gel superior na seguinte ordem continua nas temperaturas 55, 57, 59, 61, 63° C: coluna 1
marcador de peso molecular 1Kb plus DNA Ladder” (Invitrogen); colunas 2 a 6 controle
positivo (B. burgdorferi) rrsl (664 pb); coluna 7 a 11 controle positivo (B. anserina) rrsl
(664 pb); coluna 12 a 16 controle positivo (B. burgdorferi) rrs4 (511 pb); coluna 17 marcador
de peso molecular 1Kb plus DNA Ladder® (Invitrogen)coluna 18 a 22 controle positivo (B.
anserina) rrs4 (511 pb); coluna 23 a 27 controle positivo (B. burgdorferi) rrs5 (541 pb);
coluna 28 a 32 controle positivo (B. anserina) rrs5 (541 pb).
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Figura 6: Marcador de peso molecular 1 Kb plus DNA Ladder” - Invitrogen.
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3.11 Clonagem dos fragmentos amplificados por PCR
3.11.1 Ligacao

Os fragmentos de DNA amplificados a partir de PCR de 4. marginale e Borrelia sp
foram inseridos em plasmideo pGEM®-T Easy Vector (Promega) (Figura 7), e o mix das
reacgoes foi preparado segundo as proporgoes: 1 uL de plasmideo, 3uL do produto de PCR, 1
uL da enzima T4 ligase, SuL do tampdo ligase 2X. As amostras foram homogeneizadas e
incubadas por uma hora em gelo.

Xmn 12008 | " [T
. - o L. ~. Nael
Scal18g0 o7~ ""m\zﬂo
ayd O\ ¥ T7
,// LN N v 1 start
AN Apal | 14
e Aatll 20
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EcoR | 70
Mot | 77
Bati | 77
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Figura 7: Representacdo esquematica do plasmideo pGEM®-T Easy utilizado para a
clonagem dos fragmentos de DNA amplificados por PCR.

3.11.2 Transformacao

As ligagdes (vetor-inserto) de cada gene foram utilizadas na transformacgao de células
competentes de E. coli TOP 10 (Invitrogen™) preparadas no Laboratorio de Biologia
Molecular (Embrapa Gado de Corte).

A reacdo de transformacdo consistiu da adicdo de 10uL da ligacdo para cada
fragmento de gene amplificado as células E. coli TOP 10 (Invitrogen™), sendo
homogeneizado levemente, ¢ incubado em gelo por 30 minutos. A insercdo dos plasmideos
ligados aos fragmentos amplificados dos genes de A. marginale nas células competentes foi
realizado através de choque térmico de 30 segundos em banho-maria a 42°C e apoés este, 1
minuto e 30 segundos no gelo. Os tubos contendo as células transformadas foram adicionados
de 900 pL de meio Luria—Bertani (LB) em capela de fluxo laminar e posteriormente,
incubadas a 37°C, sob agitacdo horizontal por 1 hora. Apds a incubagdo, as células
transformadas foram semeadas em placas de Petri, contendo meio LB dgar adicionado de 100
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pg/mL de ampicilina, com auxilio de uma alca de Drygalsky, sendo entdo incubadas por 12
horas a 37°C para o crescimento das colonias bacterianas.

3.12 PCR de colonia

Para identificacdo dos clones bacterianos que continham os insertos de interesse foi
realizado PCR de colonia, utilizando os oligonucleotideos iniciadores respectivos para os
genes. A PCR de colonia foi preparada seguindo os mesmos pardmetros da PCR
convencional, substituindo o DNA por 1 clone bacteriano. Foram realizadas 10 reacdes de
PCR, escolhendo aleatoriamente 10 colonias de cada placa especifica de cada gene, aos quais,
foram repicadas para uma nova placa de LB agar ampicilina. Os parametros de temperatura
para programacdo do termociclador foram os mesmos da PCR convencional, alterando
somente a desnaturagao inicial a 94°C para 10 minutos.

Posteriormente os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1% e corados com Sybr green (Invitrogen®™) para visualizagdo dos amplicons.

3.13 Pré-in6culo e Mini-preparacao de plasmidios

As colonias positivas para a presenga do inserto foram cultivadas (pré-indculo) em 10
mL de caldo LB. Os plasmideos foram purificados usando o kit comercial Wizard®” Plus SV
Minipreps DNA Purification System (Promega), segundo orientagao do fabricante.

3.14 PCR dos plasmidios contendo insertos

Para assegurar que os plasmidios obtidos apos a extracdo das bactérias continham os
insertos de interesse, foi realizado a PCR dos mesmos. Cada reacdo foi preparada segundo os
parametros anteriormente descritos, com os oligonucleotideos iniciadores especificos de cada
gene e, utilizando como DNA 1 pL da preparagao plasmidial. Posteriormente os produtos
amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% e corados com Sybr
green (Invitrogen®) para visualizacio dos amplicons.

3.15 Sequenciamento dos plasmidios

Posteriormente a PCR, os plasmidios que continham os insertos de interesse foram
submetidos ao seqiienciamento. As reagdes de sequenciamento foram realizadas conforme
recomendacdes do fabricante com BigDye Terminator (Applied Biosystems®). As seqiiéncias
génicas foram obtidas com seqiienciador automdtico modelo ABI 3130 (Applied
Biosystems”). Foram realizados quatro sequenciamentos para cada gene, dois com o
oligonucleotideo iniciador M13 senso e dois com o oligonucleotideo iniciador M13 anti-
senso. Os genes foram montados e a seqiiéncia consenso gerada com o auxilio do software
Sequencher v.4.1.4 (Gene Codes). A busca por homologia foi realizada pelo algoritimo
BLASTn (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), comparando as sequéncias obtidas com os seguintes
isolados de 4. marginale: Saint Maries (AMSM) (Genbank CP000030), Flérida (AMFL)
(CP001079) e A. marginale centrale (AMCE) (CP001759).

A predigdo das seqiiéncias de aminoacidos dos genes foram obtidas com o software
MEGA versao 4.0 (TAMURA et al., 2007) e posteriormente o alinhamento multiplo entre as
seqiiéncias foi realizado com 0 algoritmo CLUSTAL W
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html) e BOXSHADE 3.21
(http://www.ch.embnet.org/software/BOX form.html).
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As arvores filogenéticas foram construidas pelo método de neighbor-joining com 1000
réplicas de bootstrap, para avaliar as relagdes entre as seqiiéncias estudadas. Foram utilizados
para efeito de comparacdo de seqiiéncias isolados de A. marginale e Borrelia sp que
possuissem sequenciamento completo de seu genoma depositados no genebank.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Borrelia sp

O ELISA indireto para pesquisa de anticorpos homdlogos a B. burgdorferi revelou
11,75% (47) de positividade em relacdo aos animais avaliados. Destes foram selecionados 10
animais que apresentaram as densidades Opticas mais elevadas compativeis com o controle
positivo das placas. Para estes animais foram coletados sangue e os carrapatos encontrados
fixados em seu corpo e, a partir deste material foi extraido DNA e realizadas as PCRs.

O conjunto de oligonucleotideos iniciadores relativos aos genes 16S, fla, groel, hbb,
recA, ospA, 5S8-23S, baseados nos genes das espécies do grupo B. burgdorferi, tiveram suas
reacoes padronizadas com o controle positivo de DNA cultura de Borrelia burgdorferi
(Figura 5), tendo sua temperatura 6tima de anelamento estabelecida e todos apresentaram
otimo desempenho, sendo capazes de amplificar o DNA de B. burgdorferi com segmento de
nucleotideos do tamanho esperado, demonstrando funcionalidade.

Porém, as PCRs utilizando o DNA relativo aos bovinos sorologicamente positivos,
bem como o DNA dos carrapatos (Riphicephalus Boophilus microplus) extraidos destes
animais nao apresentaram produto de amplificacao.

Posteriormente aos resultados negativos apresentados pelo primeiro conjunto de
oligonucleotideos iniciadores, e discussdes com Orientador e Co-orientador, foi levantada a
hipotese de que o microrganismo presente no Brasil poderia ndo pertencer ao grupo de B.
burgdorferi . Com isso, deu-se inicio a segunda etapa que consistiu no desenho de 20
oligonucleotideos iniciadores desta vez baseados nos genes p66, rrs, rpob, glpq, fla, 16S
pertencentes ao grupo Borrelia theileri (Tabela 5). Todas as reacdes de PCR foram
igualmente padronizadas desta vez com DNA proveniente de B. anserina e as temperaturas
Otimas de anelamento foram estabelecidas. Todos os oligonucleotideos iniciadores foram
capazes de amplificar os DNAs molde de B. anserina apresentando segmento de nucleotideos
do tamanho esperado, demonstrando funcionalidade. Foi entdo dado inicio aos testes com os
DNAs de bovinos e carrapatos.

Os DNAs extraidos a partir do sangue de bovinos positivos pelo teste ELISA indireto,
apos reagdo de PCR, apresentaram amplificacdo para os oligonucleotideos iniciadores rrs/,
rrs3 (Figura 8) e rpoBX (Figura 9). Os fragmentos foram entdo clonados em plasmidios
pGEM®™-T Easy Vectors (Promega) e transformados em células competentes E. coli TOP 10®
(Invitrogen). Apds a PCR de colonia e confirmagao da presenca dos insertos, foi realizado o
pré-inoculo e a mini preparagao plasmidial e nova PCR foi realizada para confirmagao que os
fragmentos se encontravam inseridos nos plasmidios. Os plasmidios foram submetidos a
reacdo de sequenciamento e o produto da reagdo foi analisado e comparado a outras
seqliéncias depositadas no Genbank. Nao foi obtido éxito na clonagem do produto de
amplificacdo do oligonucleotideo iniciador 775/, ndo sendo possivel seu sequenciamento.
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Figura 8: Gel de agarose 1% relativo aos produtos de amplificacdo dos oligonucleotideos
iniciadores rrs] (664pb) e rrs3(365 pb) corado com Sybr green” (Invitrogen). As amostras
estao dispostas no gel da esquerda para direita na seguinte ordem: coluna 1 marcador de peso
molecular 1Kb plus DNA Ladder” (Invitrogen); coluna 2 controle negativo da PCR rrs/;
coluna 3 Controle positivo r7s/; coluna 4 DNA R. (Boophilus) microplus vaca Tieta; coluna
5 controle negativo da PCR rrs3; coluna 6 controle positivo rrs3; colunas 7 a 10 DNA sangue
bovinos Floresta, Vitoria, Bezerro Chita e Tieta.
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Figura 9: Gel de agarose 1% relativo aos produtos de amplificacdo dos oligonucleotideos
iniciadores rpoBX (370pb) corado com Sybr Green® (Invitrogen). As amostras estdo dispostas
no gel da esquerda para direita na seguinte ordem: coluna 1 marcador de peso molecular 1Kb
plus DNA Ladder™ (Invitrogen); coluna 2 Controle positivo rpoB; coluna 3 extracdo DNA
sangue bovino Tieta; coluna 4 extragdo DNA sangue bovino Floresta; coluna 5 extragdo DNA
sangue bovino Vitoria; colunas 6 extracdo DNA sangue bovino n° 69; coluna 6 controle
negativo de reagao.

O alinhamento multiplo das seqiiéncias preditivas de aminoacidos de RRS do isolado
de Borrelia proveniente de sangue de bovinos do Brasil (B_Brasil) estdo dispostos na figura
10.

ATEANVLSVPPGEYARESE TORNRGPACAVEHVVFDDTRGTLPGLD ITRILEINMTPRLGS
ATEANLSVPPGEYAR QRWRGPACAVEHVWFDDTRGTLRGLD ITRILEINTPRL X
ATEINVLIVPPGETAR o LOAVEHVWWFDD TRGTLPGLD ITRILETNIFERL
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Figura 10: Alinhamento multiplo da seqiiéncia preditiva de aminoacidos de fragmento de
RRS de isolado proveniente de bovino (B Brasil) sorologicamente reativo a B. burgdorferi
comparado as seqiiéncias de espécies de Borrelia do grupo B. burgdorferi e febre recorrente,
disponiveis no Genbank (B. garinii, B. burgdorferi, B. afzelli, B. hermsii, B. recurrentis,
B.turicatae, B. duttonii, B.theileri).

Os resultados referentes as seqliéncias preditivas de aminoacidos disponiveis no
Genbank para espécies de borrelia com o genoma completo seqiienciado, sendo trés espécies
do grupo B. burgdorferi (B. burgdorferi, B. garini e B. afzelli) e cinco espécies pertencentes
ao grupo de febre recorrente (B. hermsii, B. recurrentis, B.turicatae, B. duttonii, B.theileri)
(Tabelas 5 e 6). Das espécies relacionadas a febre recorrente, apenas B. theileri nao possui o
sequenciamento completo de seu genoma até o presente momento e foi inserida nas
comparagoes devido a ser a espécie incriminada por acometer a espécie bovina.

Tabela 5: Porcentual de homologia determinado entre a seqiiéncia preditiva de aminoacidos
de um fragmento de RRS (112 aas) amplificado a partir de amostra de DNA de sangue de
bovino com sorologia positiva para B. burgdorferi comparado as seqiiéncias de espécies de
Borrelia do grupo B. burgdorferi e febre recorrente. Dados gerados a partir do programa
CLUSTAL W.
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Espécie de Borrelia % Homologia
Borrelia duttonii 94
Borrelia recurrentis 92
Borrelia theileri 93
Borrelia hermsii 93
Borrelia turicatae 94
Borrelia burgdorferi 95
Borrelia garinii 95
Borrelia afzelli 96

Tabela 6: Porcentual de homologia determinado a partir da comparacdo entre as seqiiéncias
preditivas de aminoacidos de um fragmento de RRS das espécies de Borrelia do grupo B.
burgdorferi e febre recorrente (B. garinii, B. burgdorferi, B. afzelli, B. hermsii, B. recurrentis,
B.turicatae, B. duttonii, B.theileri). Dados gerados a partir do programa CLUSTAL W.

Espécie de Borrelia N° aas RRS Relacao % Homologia

B. recurrentis 99

B. theileri 98

B. hermsii 100

B. duttonii 113 B. turicatae 100
B. garinii 95

B. afzelli 96

B. burgdorferi 95

B. theileri 95

B. hermsii 95

B. garinii . B. turicatae 95
B. recurrentis 94

B. afzelli 100

B. burgdorferi 100

B. recurrentis 95

B. hermsii 96

B. afzelli 110 B. turicatae 96
B. theileri 96

B. burgdorferi 100

B. hermsii 112 B. recurrentis 99
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B. turicatae 100

B. theileri 98

B. burgdorferi 95

B. recurrentis 99

B. turicatae 113 B. theileri 98
B. burgdorferi 95

B, burgdorferi . B. recurrentis 94
B. theileri 95

B. recurrentis 112 B. theileri 97

Baseado nos resultados da tabela 5 ¢ possivel afirmar que as seqiiéncias preditivas de
aminoacidos de borrelias do grupo febre recorrente e do grupo B. burgdorferi apresentaram
homologia de 92 a 94% e 95 a 96%, respectivamente, em relacdo a seqiiéncia obtida para o
isolado brasileiro no presente trabalho para RRS. Este fato sugere que a seqiiéncia do isolado
brasileiro ¢ mais proxima do grupo B. burgdorferi, porém, estas mesmas seqiiéncias preditivas
de aminoacidos foram usadas para constru¢cdo de uma arvore filogenética (Figura 11) que
apresenta a seqiiéncia do isolado brasileiro de borrelia (B Brasil) agrupado juntamente com o
grupo de febre recorrente, sugerindo maior proximidade a este grupo.

68 | Irs B hermsii
45 \— rrs B recurrentis

rrs B turicatae

47

85

rrs B duttonii

rrs B theileri

rrs B Brasil

- rrs B afzelii

100 rrs B garinii
76 l'rrs B burgdorferi

—
0.0005

Figura 11: Arvore filogenética obtida através do método neighbor-joining contendo as
seqiiéncias de fragmentos de RRS de espécies de Borrelia do grupo B. burgdorferi e febre
recorrente disponiveis no Genbank e a sequéncia preditiva de aminoacidos de Borrelia
isolado Brasileiro (B Brasil), amplificados a partir do oligonucleotideo iniciador rrs3 (112
aminoacidos) DNA proveniente de bovino sorologicamente reativo a B. burgdorferi. Os
nimeros nos noés indicam os valores de bootstrap para 1000 réplicas.

A tabela 6 compara somente as seqiiéncias preditivas de aminoacidos de RRS das
espécies do grupo B. burgdorferi e febre recorrente (excluindo-se o isolado brasileiro),
apresentando homologia de 97 a 100% quando seqiiéncias do mesmo grupo foram
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comparadas e 94 a 96% quando de grupos diferentes. Portanto, a proteina RRS apresenta-se
conservada nas espécies do grupo B. burgdorferi e febre recorrente estudadas.

A espécie de Borrelia proveniente dos bovinos sorologicamente positivos das areas
brasileiras estudadas, baseado na arvore filogenética construida através das seqii€ncias
preditivas parciais de aminoacidos de RRS, demonstrou maior proximidade ao grupo da febre
recorrente, sendo alocada no mesmo ramo.

O alinhamento multiplo das seqiliéncias preditivas de aminoacidos de RPOB do
isolado de Borrelia proveniente de sangue de bovinos do Brasil (B_Brasil) estdo dispostos na
figura 12. O porcentual de homologia apresentado pelas seqiiéncias preditivas de aminoacidos
de RPOB das espécies de Borrelia do grupo B. burgdorferi e do grupo de febre recorrente em
relacdo a seqiiéncia obtida para o isolado brasileiro estdo dispostas nas tabelas 7 e 8, os quais
foram construidas utilizando os mesmos parametros que as tabelas 5 e 6.

rpob_EB_hemmsii
rpob_FE_turicatae
rpob_E_burgdorferi
rpob_E_afmelii
rpob_FE_garinii
rpoE_E_theileri
rpob_E_duttonii
rpob_E_recurrentis
rpoE_E_Frarsil

[DD IDHL E-IIF.P'I‘HE (h E-ELLTH I 'ﬂ[ E-.‘".!-!

FERRERRRRER

rpob_E_hermrsii
rpob_E_turicatae
rpob_E_burgdorferi
rpob_E_afmelii
rpob_F_garinii
rpob_E_theileri
rpob_E_duttonii
rpob_FB_recurrentics
rpob_E_Frasil

rpoE_E_hemsii 1lil ¥
rpoE_FE_turicatae 1lil ¥
rpoE_E_lurgdeorferi 1E1 ¥
rpobE_E_afsmelii 1lil ¥
rpoE_E_garinii 1lil *
rpoE_E_theileri 1lil *
rpob_E_duttonii 1:1 ¥
rpob_E_recurrenmtiz 181 F
rpob_E_FErarsil 1:i1 ¥

Figura 12: Alinhamento multiplo da seqiiéncia preditiva de aminoacidos de fragmento de
RPOB de isolado proveniente de bovino (B_Brasil) sorologicamente reativo a B. burgdorferi
comparado as seqiiéncias de espécies de Borrelia do grupo B. burgdorferi e febre recorrente,
disponiveis no Genbank (B. garinii, B. burgdorferi, B. afzelli, B. hermsii, B. recurrentis,
B.turicatae, B. duttonii, B.theileri).

Tabela 7: Porcentual de homologia determinado entre a seqiiéncia preditiva de aminoacidos
de um fragmento de RPOB (123 aas) amplificado a partir de amostra de DNA de sangue de
bovino com sorologia positiva para B. burgdorferi comparado as seqiiéncias de espécies de
Borrelia do grupo B. burgdorferi e febre recorrente. Dados gerados a partir do programa
CLUSTAL W.
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Espécie de Borrelia

% Homologia

B. hermsii 66
B. turicatae 66
B. duttonii 67
B. recurrentis 67
B. theileri 65
B. burgdorferi 66
B. garinii 66
B. afzelli 66

Tabela 8: Porcentual de homologia determinado a partir da comparacdo entre as seqliéncias
preditivas de aminoacidos de um fragmento de RPOB (123 aas) das espécies de Borrelia do
grupo B. burgdorferi e febre recorrente (B. garinii, B. burgdorferi, B. afzelli, B. hermsii, B.
recurrentis, B.turicatae, B. duttonii, B.theileri). Dados gerados a partir do programa

CLUSTAL W.

Espécie de Borrelia Comparacio | % Homologia
B. recurrentis 97
B. duttonii 97
B. hermsii 98
B. theileri B. turicatae 98
B. garinii 98
B. afzelli 98
B. burgdorferi 98
B. duttonii 99
B. hermsii 100
B. garinii B. turicatae 100
B. recurrentis 99
B. afzelli 100
B. burgdorferi 100
B. hermsii 100
B. turicatae 100
B. afzelli B. recurrentis 99
B. duttonii 99
B. burgdorferi 100
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B. hermsii 100
B. turicatae 100

B. burgdorferi
B. recurrentis 99
B. duttonii 99
B. turicatae 100
B. hermsii B. recurrentis 99
B. duttonii 99
B. recurrentis 99

B. turicatae

B. duttonii 99
B. recurrentis B. duttonii 100

Baseado nos resultados da tabela 7 € possivel afirmar que as seqiiéncias preditivas de
aminoacidos de RRS de borrelias do grupo febre recorrente e do grupo B. burgdorferi
apresentaram homologia de 65 a 67% e de 66%, respectivamente, em comparagdo a seqiiéncia
obtida para o isolado brasileiro. Este fato sugere, que a seqiiéncia do isolado brasileiro ¢ mais
proxima do grupo febre recorrente.

A tabela 8 compara somente as seqiiéncias preditivas de aminoacidos de RPOB das
espécies do grupo B. burgdorferi e febre recorrente (excluindo-se o isolado brasileiro),
apresentando niveis de homologia superiores a 97% quando comparadas entre e dentro dos
grupos, sendo que os menores indices foram observados quando a seqiliéncia de B. theileri foi
comparada as demais. Se excluirmos B. theileri das comparagdes, os niveis de homologia
serdo entre 99 e 100%. A homologia apresentada na tabela 7 para RPOB foi superior a mesma
compara¢do efetuada na tabela 5 para RRS, indicando que a proteina RPOB ¢ mais
conservada que RRS nos fragmentos estudados.

A arvore filogenética (Figura 13) construida a partir das mesmas seqiiéncias preditivas
de aminoacidos usadas na tabela 7, ¢ possivel observar a formacdo de 2 grupos, Febre
recorrente e B. burgdorferi, entretanto, a seqiiéncia de B. theileri ndo estd contida no grupo
Febre recorrente, como seria o esperado. A seqiiéncia do isolado brasileiro de borrelia (B
Brasil) também nao foi agrupada em nenhum dos dois grupos, sendo situado como um grupo
a parte. Considerando que o porcentual de homologia apresentado pelo isolado brasileiro foi
inferior a 67%, isto ¢ perfeitamente aceitavel. Porém, como B. theileri apresentou homologia
superior a 97% entre as seqiiéncias dos grupos de borrelia estudados, sendo esperado que
fosse alocada em um deles.
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Figura 13: Arvore filogenética obtida através do método neighbor-joining contendo as
seqiliéncias de fragmentos de RPOB de espécies de Borrelia do grupo B. burgdorferi e febre
recorrente disponiveis no Genbank e a sequéncia preditiva de aminoacidos de Borrelia
isolado Brasileiro (B Brasil), amplificados a partir do oligonucleotideo iniciador rrs3 (112
aminoacidos) DNA proveniente de bovino sorologicamente reativo a B. burgdorferi. Os
numeros nos nos indicam os valores de bootstrap para 1000 réplicas.

4.2 A. marginale

As seqiiéncias preditivas de aminoacidos das proteinas de membrana do isolado
brasileiro de A. marginale e os isolados americanos revelaram niveis de homologia superiores
a 92% na maior parte das seqiiéncias demonstrando conservagao e estao resumidos na Tabela

9.

Tabela 9: Homologia apresentada pelas seqiiéncias de aminoacidos do isolado brasileiro de A.
marginale com as seqiiéncias AMSM, AMFL e AMCE.

Proteina | Numero de N* acesso
AMBR aas GenBank AMSM AMFL AMCE
AMBR
AMS854 236 GU991617 100 100 -
OMP1 329 GU991619 99 99 72
OMP4 404 GU991620 92 92 66
OMP5 380 GU991621 97 94 75
OMP7 381 GU991622 65 72 40
OMPS 399 GU991623 97 92 66
OMP10 420 GU991624 100 98 65
OMP14 404 GU991625 95 94 70
OMP15 147 GU991626 94 # *
OPAG1 130 GU991627 100 100 *
OPAG3 312 GU991628 95 95 66
EF-Tu 393 GU991618 100 100 97
PepA 518 GU991629 97 97 65
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VirB3 98 GU991632 100 100 96
ViB9-1 270 GU991631 97 100 97
SODb 223 GU991630 99 100 89

* A. marginale centrale nao possui os genes que codificam as proteinas OMP15 e OPAGI1
em seu genoma;

# A seqiiéncia preditiva de aminoéacidos da proteina OMP15 de 4. marginale isolado Florida
(disponivel no Genbank) esta incompleta.

Os isolados americanos apresentaram seqiiéncias preditivas de aminodcidos da
proteina OPAG1 e OPAG3 idénticas entre si, e, em relacio a AMBR, demonstraram
homologia de 100% e 95%, respectivamente (Figuras 14 e 15). AMCE ndo possui o gene
opagl o que ndo permitiu a organizagdo da arvore filogenética, e sua seqiiéncia preditiva de
aminoacidos de OPAG3 apresentou apenas 66% de homologia com a seqiiéncia de AMBR. A
arvore filogenética de OPAG3 (Figura 16) confirma o porcentual de homologia entre os
isolados AMSM, AMFL, AMBR e um maior distanciamento do isolado AMCE. Portanto,
apesar de o grau de conservacao do gene opagl! ter sido superior ao apresentado pelo gene
opag3 para os isolados de A. marginale isolado Saint Maries e Florida, OPAG3
provavelmente representa um melhor candidato a componente vacinal, o quanto dessa
protecdo ¢ conferida por OPAG3 ainda ¢ desconhecido. Apesar do gene opagl apresentar-se
conservado em A. marginale, este gene nao estd presente no isolado 4. marginale centrale, e
considerando-se que os genes contidos neste isolado sdo capazes de conferir imunidade aos
bovinos, sendo suficiente para prevenir o desenvolvimento de doenca clinica (PIPANO,
1995), provavelmente, esta proteina ndo ¢ essencial para a constru¢do da resposta imune
protetora contra 4. marginale.

OPAG1l_AMER
OPAGLl _AMSM
OPAGl AMFL

OPAG1l _AMER S v STV
OPAG1 AMSM GVLGSTVWEDG
OPAGl AMFL ) SFGVLGSTVWEDGFLPSY

OPAG1 AMBR 121 |JmonuRteisnts)
OPAGLl _AMSM 121 |JSuRtecsniss
OPAGLl AMFL 121 j3pygtgapmnisy

Figura 14 - Alinhamento multiplo da seqiiéncia preditiva de aminoacidos de OPAGI,
demonstrando homologia entre os isolados AMBR, AMSM, AMFL ¢ AMCE.
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OPAG3 AMSM IlVCGLHTLPSSVRRWGVFGSVCWIVCMSIRGRACCSILACGALVAASGAVCTGANAGTRGE
OPAG3 AMFL IRV CGLHTLPSSVRRWGVEFGSVCWIVCMSIRGRACCSILACGALVAASGAVCTGANAGTRGE
OPAG3_ AMBR Il CGLHTLPSSVRRWGVFGSVCWIVCMSIRGRACCSILACGALVAASGAVCTGANAGTRGE
OPAG3_ AMCE 1

OPAG3 AMSM 61
OPAG3 AMFL 61
OPAG3 AMBR 61
OPAG3 AMCE 61

O)=NCIIp S NI Y ENSTL.GLSGALGYSFDSFRLOLSAYSSSFSVDGGSYAVSGNAAWFAFPSGKVSSDGGST]
Q) NCCIP NI RN Y ENSL.GLSGALGYSFDSFRLOLSAYSSSFSVDGGSYAVSGNAAWFAFPSGKVSSDGGST]
O)=NCICIPNVI=) XA < Y ENSL.GLSGALGYSFDSFRLOLSAYSSSFSVDGGSYAVSGNAAWFAFPSGKVIZSDGGST
OPAG3 AMCE 121 MRREjveans{eraner(GigG P LINeIR G ThgSIGRI C\sleleG HENYSININ S S|IipeRSIer G F PNE[EPs

OPAG3 _AMSM 180 HEGLYSCLGLGVSSVDYWGSRGSLVLSWSG
OPAG3 AMFL 180 HEGLYSCLGLGVSSVDYWGSRGSLVLSWSG
OPAG3 AMBR 180 ENI@:RNEIAVSIF, GLNSVELSACYSGVGEFGG'FGLYECLGLGVSSVDYWGSRGSLVLSWSG
OPAG3 AMCE 181 RGMS\EM BavG1SVELSACY SERERARCEEFGL.Y SCLGLGVS SVDYWGHRGELALSWS G

OPAG3 AMSM 240 VDADVLPVLSVGYF
OPAG3 AMFL 240 DADVLPVLSVGYF
OPAG3 AMBR 240 VDADVLPVLSHGYF
OPAG3 AMCE 241

OPAG3 AMSM 299 [HeiNNeNaIerNeilels
OPAG3 AMFL 299 clehsNellaleiNyellely
OPAG3 AMBR 299 [dlehnNellatelNaleislela
OPAG3 AMCE 301

Figura 15 - Alinhamento multiplo da seqiiéncia preditiva de aminoacidos de OPAG3,
demonstrando homologia entre os isolados AMBR, AMSM, AMFL ¢ AMCE.

99 | OPAG3 AMSM
4{ OPAG3 AMFL
L OPAG3 AMBR
OPAG3 AMCE

—
0.02

Figura 16 — Arvore filogenética construida através software MEGA versdo 4.0 (TAMURA
et al., 2007) pelo método de Neighbor-Joining com valores de bootstrap para 1000 réplicas
obtida através da analise das seqiiéncias preditivas de aminoécidos da proteina OPAG3 dos
isolados de 4. marginale AMBR, AMSM, AMFL, AMCE.

No presente trabalho foram estudadas as seqiiéncias preditivas de aminoacidos das

proteinas OMP1, 4, 5, 7, 8, 10, 14 e 15. Na tabela 9 ¢ possivel observar que o isolado AMCE
apresentou homologia de 72%, 66%, 75%, 38%, 65%, 65% e 70% respectivamente, em
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relacdo as seqiiéncias de AMBR, tendo em vista que ndo possui o gene que codifica a proteina
OMPI5.

Considerando as OMPs de AMBR estudadas, OMP1, OMP5 e OMP10 provavelmente
assumem maior importancia entre os antigenos derivados da membrana dessa riquétsia devido
a apresentarem homologia superior a 92% em relagdo as seqiiéncias preditivas de
aminoacidos proteinas de 4. marginale estudadas (Tabela 9, Figuras 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28
e 30). Através das arvores filogenéticas produzidas com as seqiiéncias preditivas de
aminoacidos das OMPs citadas (Figuras 17, 19, 21, 23, 25, 27 e 29), foi possivel confirmar o
grau de proximidade entre os isolados estudados.

el _amMsw
OMP1_AMFL
OMF1_AMDE
OMF1_AMCE

=

OMP1_AMEM &1
OMF1_&MFL Gl IrI-..ALHTl"M!II-"I._." K
()0 N G N R 10 LI] T F AR K GG TARALL GRATEF A}LE,.]ILEAE PAKGPDL

OMPl AMCE FGEELY TFAMEE K008 GMamMagy LT A TSNy
OMFLl_AMOM 1zl HENERE FHAG AT GMTI ) GAPDENGTTVATEER
OMF1 AMFL 1Z1 RENSNAE SAPDENSTIVLATRE

OMPL AMER 121 GFNGAE 1K ! PDENZ TI"--ATF'P
OMFP1_AMCE 121 &F ) ) ailt

[0 o8 RN e RN R =R R I F. P E T TARNKE VI TASLIANL CYDLLFE
OMP1 AMFL 151 | IE P IH ITAEI]I-'E T'I"I'JJ; -LILL!.IIL I"TIILLl:I
MMP1_AMER 181 .

OMP1_AMCE 181

OMF1 AM3IM Zd41 1M I TFASRE AALFATA (FANIPVWHHIETE SFPEG
OMP1_AMFL 241 IM T Fi TALLTA {FENIPVVHHIETE 3 PE
OHMP1_AMER Z41 % 1% LLFR FENI I""'HI-III-'TE 2 DE
OMF1_AMCE 241 & R E T

(10 N R TN - - E L P GLLYPOASLGLDYFGFE CGIRLY
OHP1 _AMFL Z01 I.erI"LP —LL"PIuL leLII"FIvFE I. I.vIl-'-'L
OMF1_AMDE 201
OHF1_AIMCE 2597

Figura 17 - Alinhamento multiplo da seqiiéncia preditiva de aminoacidos de OMPI,
demonstrando homologia entre os isolados AMBR, AMSM, AMFL ¢ AMCE.

g4 | OMP1 AMSM
ﬁOMP1AMFL
LOMP1AMBR
OMP1 AMCE

0.05

Figura 18 — Arvore filogenética construida através software MEGA versdo 4.0 (TAMURA et
al., 2007) pelo método de Neighbor-Joining com valores de bootstrap para 1000 réplicas
obtida através da andlise das seqiiéncias preditivas de aminoacidos da proteina OMP1 dos
isolados de 4. marginale AMBR, AMSM, AMFL, AMCE.
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Figura 19 - Alinhamento multiplo da seqiiéncia preditiva de aminoacidos de OMP4,
demonstrando homologia entre os isolados AMBR, AMSM, AMFL ¢ AMCE.

43 OMP4 AMSM
(L OMP4 AMBR

| oMP4 AMFL

OMP4 ACE

1

Figura 20 — Arvore filogenética construida através software MEGA versdo 4.0 (TAMURA et
al., 2007) pelo método de Neighbor-Joining com valores de bootstrap para 1000 réplicas
obtida através da analise das seqiiéncias preditivas de aminoacidos da proteina OMP4 dos
isolados de 4. marginale AMBR, AMSM, AMFL, AMCE.
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demonstrando homologia entre os isolados AMBR, AMSM, AMFL ¢ AMCE.
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Figura 22 — Arvore filogenética construida através software MEGA versdo 4.0 (TAMURA et
al., 2007) pelo método de Neighbor-Joining com valores de bootstrap para 1000 réplicas
obtida através da analise das seqiiéncias preditivas de aminoacidos da proteina OMPS5 dos
isolados de 4. marginale AMBR, AMSM, AMFL, AMCE.
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Figura 23 - Alinhamento multiplo da seqiiéncia preditiva de
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demonstrando homologia entre os isolados AMBR, AMSM, AMFL ¢ AMCE.
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Figura 24 — Arvore filogenética construida através software MEGA versdo 4.0 (TAMURA et
al., 2007) pelo método de Neighbor-Joining com valores de bootstrap para 1000 réplicas
obtida através da andlise das seqiiéncias preditivas de aminoacidos da proteina OMP7 dos
isolados de 4. marginale AMBR, AMSM, AMFL, AMCE.
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Figura 25 - Alinhamento multiplo da seqiiéncia preditiva de aminoacidos de OMPS,
demonstrando homologia entre os isolados AMBR, AMSM, AMFL ¢ AMCE.
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Figura 26 — Arvore filogenética construida através software MEGA versdo 4.0 (TAMURA et
al., 2007) pelo método de Neighbor-Joining com valores de bootstrap para 1000 réplicas
obtida através da andlise das seqiiéncias preditivas de aminoacidos da proteina OMPS8 dos
isolados de 4. marginale AMBR, AMSM, AMFL, AMCE.
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Figura 27 - Alinhamento multiplo da seqiiéncia preditiva de aminoacidos de OMP10,
demonstrando homologia entre os isolados AMBR, AMSM, AMFL ¢ AMCE.
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Figura 28 — Arvore filogenética construida através software MEGA versdo 4.0 (TAMURA et
al., 2007) pelo método de Neighbor-Joining com valores de bootstrap para 1000 réplicas
obtida através da andlise das seqiiéncias preditivas de aminodcidos da proteina OMP10 dos
isolados de 4. marginale AMBR, AMSM, AMFL, AMCE.
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Figura 29 - Alinhamento multiplo da seqiiéncia preditiva de aminoacidos de OMP14,
demonstrando homologia entre os isolados AMBR, AMSM, AMFL ¢ AMCE.
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Figura 30 — Arvore filogenética construida através software MEGA versdo 4.0 (TAMURA et

al., 2007) pelo método de Neighbor-Joining com valores de bootstrap para 1000 réplicas
obtida através da andlise das seqiiéncias preditivas de aminoacidos da proteina OMP14 dos

isolados de 4. marginale AMBR, AMSM, AMFL, AMCE.
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Figura 31 - Alinhamento multiplo da seqiiéncia preditiva de aminoacidos de OMPI15,
demonstrando homologia entre os isolados AMBR, AMSM, AMFL ¢ AMCE.

Nao foi possivel construir a arvore filogenética para OMP15 por ndo possuir o0 minimo
de 4 sequéncias preditivas para comparacao. Todas as arvores filogenéticas com excecao de
OMP14, apresentaram o mesmo padrio, exibindo a formag¢ao de 2 grupos: um formado pelos
isolados AMBR, AMSM, AMFL, e, em outro ramo AMCE, demonstrando o distanciamento
entre os isolados. Mesmo OMP7 apresentando niveis de homologia inferiores a 72% em
relacdo a AMBR, a arvore filogenética teve a mesma formagdo de 2 grupos. OMP14
apresentou a formacdo de 2 grupos diferentes do padrdo exibido pelos demais, sendo o
primeiro composto por AMBR e AMSM, e, o segundo por AMFL e AMCE.

OMP7 foi a unica proteina de AMBR que apresentou seqiiéncia preditiva de
aminoacidos com homologia inferior a 90% em comparagdo com os isolados americanos
sensu stricto (Tabela 9). Segundo Noh et al. (2006), esta variacao ocorrida na seqiiéncia de
omp?7 esta, provavelmente, associada a substituicdes de nucleotideos em sua regido central,
que mantém a moldura de leitura (reading frame) mas introduz variacdes de aminoécidos. Os
genes que codificam OMPs 7 a 9, partilham de extensas areas de homologia nas extremidades
5’ e 3’, onde podem ocorrer recombinagdes enquanto que as areas N e C terminais apresentam
relativa conservacao.

Como a inoculagdo de AMCE ¢ capaz de proteger contra isolados de A. marginale
(PIPANO, 1995), e, as OMPs 1, 5, 10 apresentam homologia superior a 65% em relagdo a
AMCE possivelmente caracterizando melhores candidatos a antigenos vacinais dentre as
OMPs estudadas.

A seqiiéncia preditiva de aminodcidos da proteina PepA de AMBR, ap6s alinhamento
revelou 97% de homologia para as seqiiéncias do mesmo gene de AMSM e AMFL e 65%
para as de AMCE (Tabela 9, Figura 31). O percentual de homologia encontrado para a
seqliéncia desta proteina ¢ relativamente alto, considerando o seu tamanho de 521
aminodcidos, além do fato de que a seqiiéncia protéica dos isolados americanos sensu stricto,
difere por apenas 4 aminoacidos da seqiiéncia de AMBR. A 4arvore filogenética produzida
com as seqliéncias preditivas de aminoacidos de PepA (Figura 32), confirma a maior
proximidade entre os isolados AMBR,AMSM e AMFL em relagdao a AMCE.

Pelo fato de PepA estar ancorada & membrana de 4. marginale e, apresentar seqiiéncia
preditiva de aminoacidos altamente conservada, mais estudos devem ser dedicados, para
avaliacdo de sua imunogenicidade e potencial como antigeno vacinal.
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Figura 32 - Alinhamento multiplo da seqiiéncia preditiva de aminoacidos de PEPA,

demonstrando homologia entre os isolados AMBR, AMSM, AMFL ¢ AMCE.
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Figura 33 — Arvore filogenética construida através software MEGA versdo 4.0 (TAMURA et
al., 2007) pelo método de Neighbor-Joining com valores de bootstrap para 1000 réplicas

obtida através da analise das seqiliéncias preditivas de aminodcidos da proteina PEPA dos
isolados de 4. marginale AMBR, AMSM, AMFL, AMCE.

A seqiiéncia preditiva dos aminoacidos de EF-Tu de AMBR apresentou 100% de
homologia com a seqiiéncia dos isolados americanos ¢ 89% com AMCE (Tabela 9, Figura
33). A arvore filogenética produzida através das seqiiéncias preditivas de aminoacidos de EF-
Tu refletiu exatamente 100% de homologia, apresentando em um mesmo ramo e sem
diferencas os isolados AMBR, AMSM e AMFL e, em outro ramo, AMCE (Figura 34).
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Figura 34 - Alinhamento multiplo da seqiiéncia preditiva de aminoacidos de EF-Tu,
demonstrando homologia entre os isolados AMBR, AMSM, AMFL ¢ AMCE.
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Figura 35 — Arvore filogenética construida através software MEGA versdo 4.0 (TAMURA et
al., 2007) pelo método de Neighbor-Joining com valores de bootstrap para 1000 réplicas
obtida através da andlise das seqiiéncias preditivas de aminoacidos da proteina EF-Tu dos
isolados de 4. marginale AMBR, AMSM, AMFL, AMCE.

Em comparagdo com os genes de proteinas de membrana estudados neste trabalho,
EF-Tu assume relativa importdncia como possivel candidato a antigeno vacinal, por
apresentar o maior percentual de homologia entre as seqiiéncias preditivas de aminoacidos
dos isolados estudados, sendo considerado como um gene altamente conservado.
Confirmando os estudos de Aragjo et al. (2008), que em seus experimentos observaram a
conservacdo deste gene. Além do fato de se tratar de uma proteina capaz de estimular a
resposta proliferativa de linfocitos T, como citado anteriormente por Lopez et al. (2008).

As seqiiéncias preditivas de aminoéacidos de SODB, VIRB9-1 ¢ VIRB3, de AMBR,
ap6s alinhamento com os isolados anteriormente mencionados, apresentam porcentual de
homologia, em sua maioria préoximo a 100% quando comparados aos isolados americanos
sensu stricto e em torno de 85% para AMCE (Tabela 9 , Figuras 35, 37 e 39), demonstrando
alto grau de conservacdo. As arvores filogenéticas produzidas através das seqiiéncias
preditivas de aminoacidos de SODB, VIRB9-1 ¢ VIRB3 (Figuras 36, 38 e 40) confirma os
dados de homologia apresentados na tabela 9, sendo que SODB e VIRB 3 seguiram o mesmo
padrao de distanciamento entre isolados com a formagdo de um grupo incluindo AMBR,
AMSM e AMFL nao demonstrando diferengas e o outro grupo com AMCE. A arvore
formada para VIRB9-1 (figura 38) apresentou a formac¢ao de um grupo contendo AMBR e
AMFL com o valor maximo de 100 para 1000 réplicas de bootstrap, indicando que ndo ha
diferencas entre estes isolados e outro ramo para AMSM e AMCE apresentando
distanciamento entre estes isolados.
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SODB_AMSM VLNPLRSWYTFRVCFAIVVMFELPSLPYSSLEPYISDKLLDRHYNGHHKTYVDVLNKLVA
SODB_AMFL VLNPLRSWYTFRVCFAIVVMFELPSLPYSSLEPYISDKLLDRHYNGHHKTYVDVLNKLVA
SODB AMBR VLNPLRSWYTFRVCFAIVVMFELPSLPYSSLEPYISDKLLDRHYNGHHKTYVDVLNKLVA
SODB_AMCE MEELSISLPYSSLEPYISDKLLDRHYNGHHKTYVDVLNKLV|Y

SODB_AMSM GTEFDGMNNSDLEGIIVKMHGSSATRGIFNNAAQIWNHDFYWRSMKKDGGGNPPAKLAK
SODB_AMFL GTEFDGMNNSDLEGIIVKTHGSSATRGIFNNAAQIWNHDFYWRSMKKDGGGNPPAKLAK
SODB_AMBR GTEFDGMNNSDLEGIIVKTHGSSATRGIFNNAAQIWNHDFYWRSMKKDGGGNPPAKLAK
SODB_AMCE GTEFEGMSNEDLEGIIVKTHASSATKATI FNNAAQVMWNHDEFYWKSMKKDGGGNPPAKLAK

SODB_AMSM LKESFGGVQEFADAFAASGTGHFGSGWAWLLYDRGSNKLQVVSTPNADSPLLTSGYYPLI)
SODB_AMFL LKESFGGVQEFADAFAASGTGHFGSGWAWLLYDRGSNKLQVVSTPNADSPLLTSGYYPLI)
SODB_AMBR LKESFGGVQEFADAFAASGTGHFGSGWAWLLYDRGSNKLQVVSTPNADSPLLTSGYYPLI
SODB_AMCE

SODB_AMSM TMDVWEHAY YLDYLNVRKKYVDVFLEHLINWDFALQRLETAGVY|

SODB_AMFL TMDVWEHAYYLDYLNVRKKYVDVFLEHLINWDFALQRLETAGY)|

SODB_AMBR TMDVWEHAYYLDYLNVRKKYVDVFLEHLINWDFALQRLETAGVY)|

SODB_AMCE TMDVWEHAYYLDYLNVRKEYVDVFLEHLINWDFATLIRELETAGY]

Figura 36 - Alinhamento multiplo da seqiiéncia preditiva de aminoacidos de SODB,
demonstrando homologia entre os isolados AMBR, AMSM, AMFL ¢ AMCE.
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Figura 37 — Arvore filogenética construida através software MEGA versdo 4.0 (TAMURA et
al., 2007) pelo método de Neighbor-Joining com valores de bootstrap para 1000 réplicas
obtida através da andlise das seqiiéncias preditivas de aminoacidos da proteina SODB dos
isolados de 4. marginale AMBR, AMSM, AMFL, AMCE.
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Figura 38 - Alinhamento multiplo da seqiiéncia preditiva de aminoacidos de VIRBO-1,
demonstrando homologia entre os isolados AMBR, AMSM, AMFL ¢ AMCE.
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Figura 39 — Arvore filogenética construida através software MEGA versdo 4.0 (TAMURA et
al., 2007) pelo método de Neighbor-Joining com valores de bootstrap para 1000 réplicas

obtida através da analise das seqiiéncias preditivas de aminoacidos da proteina VIRB9-1 dos
isolados de 4. marginale AMBR, AMSM, AMFL, AMCE.

VIRBZ AMSM 1 VETDOLFKEGLTRPTMLE G SYTFATINFMISIMLEFMY SNDF EVLLW LAPGMHAT
WIREBZ AMFL 1 SEVETDOLFEGLTEPTMLF GV EYTFATLNFMISTMLEFMY SMNDF RVLLWVLAPGMHAT S
WIRBZ_AMER 1 VETDOLEFEGLTRPTMLE SV EYTFAT INFMI S IMLET MNDFRVLLVLAPGCEMHAT 5
WIREZ AMCE R G S G VR TDOLF KGLTRPTMLE GVEYTFATINFMISTMEFMY SHMDF RVLLETLAPGMHAT
WIRBZ _AMSM FAASAED PTEFMDLEVIEMOQ {CLMREFYHMNANSYDWHM
VIRBZ AMFL FAASARDPLFMDLEVIEMOQECEECLNREEFY HNANSYDWVHM
VIRBZ AMER DELFMDLEVIENM LNEFYHNANGYDWM
VIREZ AMCE FAASEEDPLFMDLEVIKMOKCE KCLNEFYHNANSYDWM
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Figura 40 - Alinhamento multiplo da seqiiéncia preditiva de aminoacidos de VIRB 3,
demonstrando homologia entre os isolados AMBR, AMSM, AMFL ¢ AMCE.
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Figura 41 — Arvore filogenética construida através software MEGA versdo 4.0 (TAMURA et
al., 2007) pelo método de Neighbor-Joining com valores de bootstrap para 1000 réplicas
obtida através da analise das seqiiéncias preditivas de aminodcidos da proteina VIRB 3 dos
isolados de 4. marginale AMBR, AMSM, AMFL, AMCE.

Em estudos com outros membros do grupo TFSS (virb9-2 e virb10), Aratjo et al.
(2008) constataram alto grau de conservagao entre diferentes isolados de A. marginale. Ainda
neste experimento, demonstraram que as proteinas VirB9-2, VirB10 s3o reconhecidas por
anticorpos de bovinos natural ou experimentalmente infectados. Em AMBR, virb3 segue o
mesmo padrao de conservagdo que os outros componentes do grupo TFSS analisados por
Aragjo et al. (2008), portanto ¢ esperado que apresente 0 mesmo perfil antigénico. Uma vez
que, a conservacao dos epitopos de células B entre e dentro dos isolados ¢ crucial para o
clearance de Anaplasma. Lopez et al. (2007), também comprovaram que as proteinas VIRB9-
2, VIRBI10 além da proteina de transferéncia conjugada (VIRB9-1) sdo conservadas entre
isolados. Além disso sdo reconhecidas por células efetoras do sistema imune de bovinos
inoculados com membrana externa de 4. marginale. Por conseguinte, estudos que comprovem
também o potencial antigénico e imunogénico de SODb sdo necessarios para o
desenvolvimento de vacinas contra 4. marginale.

O gene que codifica a proteina AM854 ndo se encontra completo no isolado A.
marginale centrale, apresentando em sua seqiliéncia apenas 212 aminoacidos do total de 236
presentes nos isolados americanos, por esse motivo ndo pdde ser adicionado a tabela 9. Como
os isolados Saint Maries, Florida e o brasileiro (Pernanbuco - Zona da Mata) possuem 100%
de homologia entre si (Tabela 9), comparando as seqiiéncias preditivas de aminoacidos com
A. marginale centrale através do BLAST (NCBI), foi obtido 79% de homologia entre as
sequéncias (167/212). Esta homologia pode ser demonstrada quando a sequéncia ¢ submetida
ao alinhamento multiplo juntamente com as demais (Figura 41 e 42).

A seqiiéncia de A4. centrale isolado de Israel (HERNDOM et al., 2009) foi anotada no
genoma como uma provavel proteina externa de membrana (OmpA). Em relagdo aos demais
isolados, AM854 foi anotada como uma proteina hipotética no isolado Saint Maries e demais
anotacdes de genomas parciais como nos isolados Mississipi e Puerto Rico. Sendo ainda
anotada como precursor da lipoproteina associada a peptidoglicanos no isolado Florida. Lopez
et al. (2005) afirmaram que a proteina AM854 dentre outras, foi reconhecida por IgG de pelo
menos um bovino, demonstrando ser antigénica. Desta forma, a por¢ao conservada de AM854
em A. marginale centrale, provavelmente possui maior importancia para produgao de resposta
imune, considerando que a imunizagdo com esta subespécie de Anaplasma seja capaz de gerar
resposta imune protetora contra A. marginale em bovinos (PIPANO, 1995).
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Figura 42 - Alinhamento multiplo da seqiiéncia preditiva de aminoacidos de AMS854,
demonstrando homologia entre os isolados AMBR, AMSM, AMFL ¢ AMCE.

AM854 AMBR
‘ AM854 AMSM
| AM854 AMFL
AM854 AMCE

0.05

Figura 43 — Fig.1. Arvore filogenética construida através software MEGA versdo 4.0
(TAMURA et al., 2007) pelo método de Neighbor-Joining com valores de bootstrap para
1000 réplicas obtida através da analise das seqiiéncias preditivas de aminoacidos da proteina
AMS854 dos isolados de 4. marginale AMBR, AMSM, AMFL, AMCE.
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5 CONCLUSOES

Os resultados apresentados sugerem o isolado de Borrelia presente nas amostras de
DNA estudadas sejam provavelmente mais proximas do grupo da febre recorrente baseado
nas seqiiéncias preditivas de aminoédcidos de RRS e RPOB. Portanto, esses resultados ndo sao
capazes de caracterizar genotipicamente o isolado encontrado e mais estudos deverdao ser
realizados com sequenciamento completo de genes para aprofundar o conhecimento da
espécie de Borrelia presente no Brasil.

Portanto, dentre as seqiiéncias preditivas de aminoacidos das proteinas avaliadas,
OMP1, OMPS5, EF-Tu, VIRB3, SODB, VIRB9-1 ¢ AM854 apresentaram os maiores niveis de
homologia entre os isolados utilizados para comparacdo (inclusive AMCE), demonstrando
alto grau de conservagdo. Isto sugere que estas sejam proteinas importantes para o
desenvolvimento de imundgenos capazes de promover protecao cruzada entre isolados. Mais
estudos deve ser realizados para elucidar a verdadeira importancia dos genes ef-tu, virb3, sodb
e VirB9-1 e seu potencial imunogénico.
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Anexos A

Anexo A - Extraciao de DNA carrapatos

e Adicionar nitrogénio liquido a 1g de carrapatos em recipiente adequado e macera-los.
e Acrescentar 500 uL de SDS a 20%, agitar vigorosamente em vortex e incubar a 65°C

por 1 hora;

e Remover o tubo da incubacdo e adicionar 800 pL de cloroféormio. Agitar

vigorosamente em vortex até completa homogeneizacao;

e Acrescentar 350 uL de solugdo de precipitagao protéica e homogeneizar novamente

em vortex,
e Centrifugar a 18.000 x g por 10 minutos;
e Pipetar a fase aquosa e transferi-la para outro tubo;

e Adicionar 1 mL de etanol 100%, homogeneizar por inversdo até ocorrer a formagado de
um precipitado, o qual devera ocorrer entre 30 e 60 segundos. Caso nao ocorra

visualizagao do precipitado, esperar mais 10 minutos;

e Centrifugar a 13.000 rpm por cinco minutos;

Desprezar o sobrenadante e acrescentar 1 mL de etanol 70% a -20°C;

Centrifugar novamente por dois minutos, desprezando o sobrenadante em seguida;
Centrifugar por 1 minuto e retirar o residuo de etanol com o auxilio de uma pipeta;
Inverter o tubo para secagem do sedimento;

Adicionar 100 pL de dgua ultrapura (ou TE) e homogeneizar lentamente;

Incubar a 65°C por cinco minutos.

Formulas dos reagentes

SDS 20%

o 2 g de SDS
. H,0 g.s.p. 10 mL

Solucao de precipitacdo protéica

. Acetato de potéassio 5 M: 6 mL
. Acido acético glacial: 1,1 mL
° H,0: 2,9 mL

Obs: esta solucao deve ser estocada a 4°C.
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SUMMARY

The complete genome sequencing of Anaplasma marginale has enabled the
identification of several genes that encode membrane proteins, thereby increasing
the chances of identifying candidate immunogens. Little is known regarding the
genetic variability of genes that encode membrane proteins in A. marginale isolates.
The aim of the present study was to determine the degree of conservation of the
predicted amino acid sequences of OMP1, OMP4, OMP5, OMP7, OMP8, OMP10,
OMP14, OMP15, sodB, OPAG1, OPAG3, virB3, virB9-1, pepA, EF-TU, and AM854
in a Brazilian isolate of A. marginale compared to other isolates. Hence, primers were
used to amplify these genes: omp1, omp4, omp5, omp7, omp8, omp10, omp14,
omp15, sodb, opag1, opag3, virb3, VirB9-1, pepA, ef-tu, and am854. After PCR
amplification, the products were cloned and sequenced using the SANGER method
and the predicted amino acid sequence were multi-aligned using the CLUSTAL W
and MEGA 4 programs, comparing the predicted sequences between the Brazilian,
Saint Maries, Florida and A. marginale centrale isolates. With the exception of outer
membrane protein (OMP) 7, all proteins exhibited 92 to 100% homology to the other
A. marginale isolates. However, only OMP1, OMP5, EF-Tu, VirB3, SODb and VirB9-
1 were selected as potential immunogens capable of promoting cross-protection
between isolates due to the high degree of homology (over 72%) also found with A.
(centrale) marginale.
Key words: Membrane proteins, OMPs, Anaplasma marginale, Brazil
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INTRODUCTION

The outer membrane of intracellular bacterial pathogens transmitted by ticks determines
the necessary functions for survival, replication and transmission. Thus, proteins expressed on
the surface of these pathogens are potential candidates for vaccine development, targeting the
induction of protective immune response in the vertebrate host and/or prevention of the
colonization of the tick vector. The identification of surface proteomes is critical to the
development of vaccines and this process has been accelerated by genome sequencing (Noh et
al. 2008). A number of complete genome sequences of the family Anaplasmataceae have
recently been reported, including Anaplasma marginale (Brayton et al. 2005), Anaplasma
marginale ss. centrale (Herndon et al. 2009), Anaplasma phagocytophilum, Ehrlichia
chaffeensis, Neorickettsia sennetsu (Hotopp et al. 2006), Ehrlichia canis (Mavromatis et al.
2006) and Ehrlichia ruminantium (Collins et al. 2005).

Genome sequencing combined with subsequent proteomic studies on 4. marginale has
enabled the identification of several membrane proteins and expanded the range of vaccine
candidates (Lopez et al. 2005; Brayton et al. 2006; Noh et al. 2008; Lopez et al. 2008).
However, some membrane proteins of this rickettsia vary between and even within isolated
depending on the rickettsemia cycle (Palmer et al. 2000). In the specific case of the protein
MSP2, genetic variability is due to the rearrangement of more than 10 whole functional
pseudogenes with a single gene expression site (Brayton et al. 2001; 2005). The number of
distinct configurations is exponentially increased by the conversion of gene segments, in
which mosaics from the expression site are generated by the recombination of oligonucleotide
segments from multiple allele donors (Barbet et al. 2000; Brayton et al. 2002; Palmer et al.
2009). This process involves evasion by the rickettsia from the immune response and ensures
the maintenance of infections with low cyclical rickettsemia in the immune host (Palmer et al.
2000). Genetic variability is one of the factors to be considered in the evaluation of candidates
for the development of vaccines, as it can result in significant antigen polymorphism and
impede cross-protection between isolates (Palmer et al. 2000).

The aim of the present study was to assess the conservation of membrane proteins from
a Brazilian isolate of 4. marginale and compare the findings with other known isolates.

MATERIALS AND METHODS

Anaplasma marginale isolate - The Pernambuco-Zona da Mata isolate of Anaplasma
marginale (AMBR) was maintained in liquid nitrogen in stabilized form of infected blood
containing 10% glycerol at Embrapa Gado de Corte [Brazilian Cattle Research Institute],
Campo Grande, MS, Brazil. Rickettsemia in the sample at the time of the preparation of the
stabilized solution was 87%.

DNA extraction was performed with the Easy DNA kit (Invitrogen) following to the
manufacturer’s instructions. The concentration of extracted DNA and the Ajgo/Argo ratio were
determined with the aid of a GeneQuant spectrophotometer (Amersham Pharmacia Biotech,
USA).

Gene Amplification by PCR for sequencing — The membrane proteins prioritized in this
work were those with less information available and those that amplification was successful.
Primers were designed as described in Ramos et al. (2007) for the amplification of the omp],
omp4, omp5, omp7, omp8, ompl0, ompl4, ompl5, sodb (aml197), opagl, opag3, virb3, virb
9-1 (Conjugal transfer protein/am097), pepA (am956), ef-tu (am254) and am854 genes (Table
1) using the polymerase chain reaction (PCR) method. Amplification reaction mixtures were
prepared in a volume of 25 pL containing 10 mM of Tris-HCI (pH 8.3), 50 mM of KCl, 1.5
mM of MgCl,, 0.2 mM of each deoxynucleoside triphosphate (ANTP), 12 pmol of each
primer, 100 ng of genomic DNA and 1.25 U of 7ag DNA polymerase (Invitrogen).
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Amplifications were carried out in a thermocycler (MyCycler, Biorad) as follows: 94° C for 1
minute (denaturation); 30 cycles at 94° C for 1 minute (denaturation), 55° C for 30 seconds
(annealing) and 72° C for 1 minute (extension). The PCR products were analyzed through
electrophoresis in 1% agarose gel stained with SybrGold (Invitrogen).

The amplicons were cloned in plasmid pGEM-T Easy (Promega, USA) following the
manufacturer's instructions. The recombinant plasmids were then used to transform
Escherichia coli (TOP-10) cells, which were seeded in Luria-Bertani agar (LB) containing
100 pg/mL of ampicillin. The plates were incubated at 37° C for approximately 12 hours and
the colonies were submitted to PCR with M13 primers to confirm the presence of the inserts.
Positive PCR colonies (one per gene) were grown in an LB medium broth with ampicillin and
at 37° C for 12 hours under agitation. The cells were then recovered through centrifugation
and submitted to extraction of plasmid DNA using the Wizard Plus Minipreps kit (Promega).
Sequencing and Analysis - Sequencing reactions were performed using with the BigDye
Terminator (Applied Biosystems) following the manufacturer’s instructions. Gene sequences
were obtained with an automatic sequencer (model ABI 3130, Applied Biosystems). Four
sequence reactions were performed for each gene two with the M13 forward primer and two
with the M 13 reverse primer.

The genes were assembled and the consensus sequence was generated with the aid of the
Sequencher program v.4.1.4 (Gene Codes). The search for homology was performed using the
BLASTn algorithm (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), with comparisons to the sequences
obtained from the following A. marginale isolates: Saint Maries (AMSM) (Genbank
CP000030), Florida (AMFL) (Genbank CP001079) and A. marginale centrale (AMCE)
(Genbank CP001759).

Predictive amino acid sequences in the genes of the Brazilian A. marginale isolate were
obtained using the MEGA v. 4.0 program (Tamura et al. 2007) and multiple alignment
between these sequences and those from the 4. marginale saint maries isolate, 4. marginale
florida isolate and A. marginale centrale isolates was performed using the CLUSTAL W
algorithm (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html).

RESULTS AND DISCUSSION

The predicted amino acid sequence alignments of membrane proteins from the Brazilian
(accession numbers in table 2) and American A. marginale isolates had degrees of homology
over 92% between most of the sequences (Table 2), thereby demonstrating conservation.

The membrane protein genes in A. marginale are grouped into 2 superfamilies: MSP1
and MSP2 (Brayton et al. 2005). Most members of the MSP1 superfamily in the American
sensu stricto isolates (4. marginale St. Maries and A. marginale Florida), such as MSPla,
MSP1b 1-2 and MLP 2-4, have low degrees of conservation, with only 13 to 48% homology
between amino acids (Herndon et al. 2009). The MSP2 superfamily has a number of
conserved genes, some of which were studied in the present investigation.

Operon-associated genes (OPAG) 1 and 3 are components of the MSP2 superfamily and
their function remains unknown (Lohr et al. 2002). The observation that structural genes of
bacteria are often organized into groups that encode proteins that have related functions
(Lewin 2000 apud Lohr et al. 2002) suggests that OPAG proteins takes part in interactions in
the membrane of A. marginale. It is unknown whether the OPAG1 gene is expressed in small
amounts or not expressed at all. OPAG3 is expressed only within erythrocytes during acute
rickettsemia. The differential expression of outer membrane proteins within the same operon
is a new finding in tick-transmitted bacteria and expression regulation should be broadly
applicable in order to understand how the pathogen adapts to transitions in the host (Lohr et
al. 2002).
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The American isolates exhibit predicted amino acid sequences of the proteins OPAGI1
and OPAGS3 identical to each other, with 100% and 95% of homology with 4. marginale
brazilian isolate, respectively. A. marginale centrale does not have the OPAG1 gene and its
predicted amino acid sequence for OPAG3 only demonstrated 66% homology with the 4.
marginale brazilian isolate sequence. Therefore, although the degree of conservation in the
OPAGT gene is greater than that found in OPAG3 for the Saint Maries and Florida isolates of
A. marginale, OPAG3 is probably a better candidate vaccine component. However, while A.
marginale centrale lacks the OPAGI gene, the immunity achieved by vaccination with this
isolate is sufficient to prevent the development of clinical disease in cattle (Pipano, 1995).
How this protection is achieved with OPAG3 remains unknown.

Fifteen OMPs with similar sequences to MSP2 and/or MSP4 have been identified in the
MSP2 superfamily. These genes can be grouped separately or in structures similar to an
operon (Brayton et al. 2006). Within this group, OMP2, OMP3 and OMP6 are probably
pseudogenes, as their transcripts have not been detected in erythrocyte stages of different 4.
marginale isolates (Noh et al. 2005, Ramos et al. 2007).

OMPs 4, 7, 10 and 14 are proteins the functions of which remain undefined in A.
marginale. These proteins are designated as members of the MSP2 superfamily due to
sequence identity with surface antigens of the family PFAMO1617 (Brayton et al. 2005).
However, these OMPs are the targets of antibodies induced by the immunization of cattle with
purified outer membranes (Lopez et al. 2005) and specifically by IgG2, which is associated
with protective immunity (Brown et al. 1998).

The vaccine isolate A. marginale centrale has the genes OMP1, OMP4, OMP5, OMP7,
OMP9, OMP10, OMP11, OMP12, OMP13 and OMP14 in its genome (Genbank CP001759).
According to Herndon et al. (2009), the family of OMPs 1 to 15 present in the sensu stricto
American isolates of A. marginale is reduced in 4. marginale centrale which there are no
distinct genes to omp7, omp8 and omp9, while they are assembled into a single coding region
constituting a operon and homologous OMPs 2, 3, 6 and 15 are missing. In the present study,
not all the genes in A. marginale centrale were studied; however, the predicted amino acid
sequences of OMPs 1, 4, 5, 7, 8, 10 and 14 respectively exhibited 72%, 66%, 75%, 38% 65%,
65% and 70% of homology between the A. marginale brazilian isolate sequences (Table 2).

Considering the OMPs in the 4. marginale studied, OMP1, OMP5 and OMP10 take on
greater importance among antigens derived from the membrane of rickettsia due to the greater
than 94% homology with predicted amino acid sequences of the other isolates studied (Table
2). As the inoculation of 4. marginale centrale can protect against isolates of A. marginale
(Pipano 1995), these above-mentioned proteins that have over 65% sequence homology with
A. marginale centrale are probably the best candidate vaccine antigens among the OMPs
studied.

For the predicted amino acid sequences of the A. marginale brazilian isolate OMP
analyzed in the present study, most exhibited greater than 92% homology with the American
isolates, indicating that the genes in this family of proteins are also conserved in the Brazilian
isolate. However, the predicted OMP15 amino acid sequence in the 4. marginale florida
isolate (available on Genbank) is not complete and has only 105 amino acids (Figure 1).

OMP7 was the only protein with predictive amino acid sequence homology below 90%
(Figure 2). According to Noh et al. (2006), this variation is probably associated with
nucleotide substitutions in the central region of this gene, which maintain the reading frame
but introduce variations in amino acids. The genes that encode OMPs 7 to 9 share large areas
of identity at the 5' and 3' terminations, where recombination can occur, while C and N
terminal areas exhibit relative conservation.

The protein leucyl aminopeptidase (PepA) and elongation factor Tu (EF-Tu) were
previously classified as cytoplasmic proteins, but, after an in silico analysis by the TMHMM
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program, were suggested to be proteins anchored to the outer membrane and exposed to the
extracellular environment (Lopez et al. 2005). Leucyl aminopeptidase is an enzyme that
promotes the breaking of peptide bonds by hydrolysis in the metabolic pathways of amino
acids. After alignment, the predictive amino acid sequence of the protein PepA in A.
marginale brazilian isolate exhibited 97% homology with the sequences of the same gene in
A. marginale saint maries isolate and A. marginale florida isolate and 65% homology with the
gene in A. marginale centrale (Table 2). The percentage of homology found for the sequence
of this protein is relatively high considering its size (521 amino acids) and the fact that the
protein sequence in the sensu stricto American isolate differs from the A. marginale brazilian
isolate sequence by only four amino acids. As PepA after analysis, was suggested to be a
membrane associated protein, and it’s protein provides a conserved predictive amino acid
sequence, more studies should be devoted to the evaluation of its immunogenicity and
potential as a vaccine antigen.

EF-Tu is an enzyme belonging to the family of hydrolases involved in protein synthesis,
promoting the elongation of the chain during the synthesis of polypeptides in the ribosome.
Ramos et al. (2007) assessed the transcription pattern of several genes in membrane proteins
in A. marginale, including EF-Tu, which, after analysis, was suggested to be a membrane-
associated protein (Lopez et al. 2005). Araujo et al. (2008) and Lopez et al. (2008) expressed
EF-tu in Escherichia coli and the recombinant protein was able to induce a proliferative
response in T lymphocytes and titers of IgG2 greater than those of IgGl, thereby
demonstrating the desired capacity for immunostimulation.

The predicted amino acid sequence in EF-Tu in 4. marginale brazilian isolate exhibited
100% of homology with the sequence in the American isolates and 97% of homology with the
sequence in A. (centrale) marginale. In comparison to the genes in the membrane proteins
investigated in the present study, EF-Tu takes on significant importance as a possible
candidate vaccine antigen, as it exhibits the highest percentage of homology among the
predictive amino acid sequences in the isolates analyzed and is considered a highly conserved
gene. This finding corroborates a study carried out by Araugjo et al. (2008), who report the
conservation of this gene. Moreover, it is capable of stimulating the proliferative response in
T lymphocytes, as reported by Lopez et al. (2008).

The type IV secretion system (TFSS) transports macromolecules through the membrane
in an ATP-dependent way and is related to the conjugation system in Gram-negative bacteria
(Niu et al. 2006). TFSS is one of the few groups of syntenic genes among all sequenced
Rickettsiales, suggesting that the coordination of the expression of these genes is critical
(Hotopp et al. 2006). It is possible that TFSS expression is regulated and associated with
survival in intracellular bacteria (Niu et al. 2006). Due to its location on the surface, its highly
conserved nature and intracellular survival requirements, TFSS proteins in Gram-negative
bacteria are consistent targets of immunological investigations (Lopez et al. 2007). In the
present study, the predicted amino acid sequences of two TFSS proteins were analyzed:
VirB3 and VirB9-1 (Sutten et al. 2010).

The function of VirB3 is not well defined, and VirB9-1 is responsible for the transfer of
protein-DNA complexes and macromolecules between cells (Lopez et al. 2007).

After alignment with the previously mentioned isolates, the predicted amino acid
sequences in VirB3 and VirB9-1 in 4. marginale brazilian isolate exhibited nearly 100%
homology with the American sensu stricto isolates (Table 2) and approximately 96% of
homology with A. marginale centrale (Table 2), thereby demonstrating a high degree of
conservation. In studies with other TFSS group members (VirB9-2 and VirB10), Aratjo et al.
(2008) and Vidotto et al. (2008) suggest conservation among different isolates of A.
marginale and demonstrated that the proteins VirB9-2 and VirB10 are recognized by
antibodies from naturally and experimentally infected cattle. The VirB3 protein in A.
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marginale brazilian isolate has the same conservation profile as other components of the
TFSS group analyzed by Aragjo et al. (2008); thus, it is expected to exhibit the same antigen
profile, as the conservation of B cell epitopes between and within isolates is likely important
for controlling infection. Lopez et al. (2007) also found that VirB9-2, VirB10 and VirB9-1 are
conserved among isolates. Furthermore, these proteins are recognized by effector cells of the
immune system in cattle inoculated with the outer membrane of A. marginale.

Superoxide dismutases (SOD) are metalloenzymes that catalyze the dismutation reaction
O, ®» H,O, ® O,. There are other types of SODs that are distinguished by the metal present
in the active site (ex: MnSOD, ZnSOD). According to Ohashi et al. (2002), the SODb gene in
Anaplasma and Ehrlichia spp probably encodes a FeSOD. Iron SODs and manganese SODs
are known to defend bacterial cells from reactive oxygen generated from the bacterial
metabolism and to protect DNA from oxidation damage.

The alignment of the predicted amino acid sequence of SOD of A. marginale brazilian
isolate with the others analyzed in this work, exhibited nearly 100% homology with the
American sensu stricto isolates (Table 2) and 89% of homology with A. marginale centrale
(Table 2). Thus, as SOD is also highly conserved among A. marginale strains, the
immunogenic potential of this protein should also be examined for vaccine development.

Lopez et al. (2005) annotated AM854 in A. marginale genome as a putative protein
without defined function and Blast search showed identity with an OMP and peptidoglycan-
associated protein in E. canis.

Noh et al. (2008) report that AM854 along with other proteins, were identified on the
surface of 4. marginale from erythrocytes and tick cells. The predictive amino acid sequence
for the gene am854 in A. marginale brazilian isolate exhibited 100% homology with the
sequences in the American isolates (Table 2). According to Lopez et al. (2005), AMS854,
along with other proteins, was recognized by IgG in at least one animal, thereby proving to be
antigenic. Although the gene that encodes the protein AM854 is not complete, compared to
the American isolates, the 4. marginale centrale genome has a protein annotated as a putative
outer membrane protein (OmpA), which has 211 amino acids when compared using BLAST
to the sequence of the American isolates (236 aas) presents 79% of identity (167/211)
showing considerable conservation. This fact must be taken into account, since immunization
with this subspecies of Anaplasma is capable of generating protective immune response
against A. marginale in cattle (PIPANO, 1995).

In conclusion, among the predicted amino acid sequences of the proteins evaluated,
OMP1, OMPS5, EF-Tu, VirB3, SODb and VirB9-1 had the highest degrees of homology to the
isolates used for comparison purposes (including the A. marginale centrale isolate) and
demonstrated a high degree of conservation. This suggests that these proteins are important to
the development of immunogens capable of promoting cross-protection between isolates.
Further studies should be carried out in order to gain a better understanding of the real
importance of the EF-Tu, VirB3, SODb and VirB9-1.
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Table 1 — Primer sequences used to amplify Brazilian A. marginale isolate.

T AMPLICON
GENE PRIMER SEQUENCE (5' - 3" SIZE (bp) REGION
Omp I F AAGGTCTACGGCTTGGTTTACGCTGCGTTGTCTTT 977 1027576 - 1025552
R AGTCTGATACCGCACTCAAACCCAAAATAGTCCAG
F CAGCATATCATTGAATACAGGAGGAAGTCGCTTAT
Omp 4 R GTGGCTAGCCGCTTTGGAGATGTTACCAG 128 1040447 - 1041574
Omp 5 F CTGGTGGTGGAGAGTTTGCCTATG i 1041985 - 1043006
R AACTCGAGCTTCAGCCCCAGATTG
F TCTTTTCTGTTGGGTGCGGTTGTA
7 1121 1088542 - 1 2
Omp R CGCGCCTTGACATCTTCCTC 088542 - 108966
F TTTCTGTTGAGCGCGGTTGTAGTT
112 1 - 109092
Omp 8 R CGCGCTCTGATATTTTCCCTTTCA ’ 089797 - 1090923
omp1o ¥ TTGCTGCGTTGCGACGGTTTC 1202 1092307 - 1093508
R GCGAGATTCAACACCCCAAAAGAG
omp14 ¥ GCGTTTAGCCTCCTGTT 1207 63058 - 64247
R ATCCGAACCTGATTCCTA
omp1s F GAATTCACGCATATACCTTGGCTCACCGTT 4o 000095 - 9005 16
R GAATTCCTATATTGCGTAGCCCGAAGGATGCTGAGA
F ATGAAAAAGGCTTTCATGGTTT
Am 097 1 ]
m 0 R CTACCCACGTCCCCTTCTG 813 77775 - 8587
im10r F ATGAAAAAGCTTGAGCTTGCTAG 510 166838 - 167347
R CTACTTGGGCTTTCTAGGAGCC
F ATGACAGAAGGGAGAAAGCC
Am254 ¢ CTACTCCAAAATCTCAGTTATGATAC 182 832189 - 833370
imsss T ATGCTGCATCGTTGGTTAGC - 189000 - 789710
R CTATTCAGGCGCGACCAC
F ATGTGCTATGGTACTCGCATC
Am 9 ] 183 -
mo6 o TCACTTTTCGTAATACTTCGACACA 605 876183 - 877787
F AGTTGCAGAGCATTTTCCTTG
1 1030618 - 1031
Opag R CTAAAAAACCAAAAAAACCGT 390 030618 - 1031007
F TGTGGGTTGCACACACTACC
Opag 3 R CTAAAAACCATCACCAAATGC 936 1028730 - 1029665
Vi 3 F TCGTCCGGTAGCGTAAAGAC vou 52143 - 752436
R CTACATCACATCGTAAGAATT
F TCACACA TTTCAAGCCT
SodB . CACACACCCGCGGTTTCAAGCC 664 752533 - 753196

TCCGCTGCGCAGTTGGTATACAT
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Table 2 — Percentage of identity between the predicted amino acid sequences in the
membrane proteins of the Brazilian Anaplasma marginale isolate compared to the American
isolates Saint Maries and Florida and A. (centrale) marginale.

GenBank
l‘f‘xgﬁ N;'f'g::r number AMSM AMFL AMCE
AMBR

AMS854 236 GU991617 100 100 ;
OMPI1 329 GU991619 99 99 72
OMP4 404 GU991620 92 92 66
OMP5 380 GU991621 97 94 75
OMP7 381 GU991622 65 72 40
OMPS 399 GU991623 97 92 66
OMP10 420 GU991624 100 98 65
OMP14 404 GU991625 95 94 70
OMPI15 147 GU991626 94 4 *
OPAGI1 130 GU991627 100 100 *
OPAG3 312 GU991628 95 95 66
EF-Tu 393 GU991618 100 100 97

PepA 518 GU991629 97 97 65
VirB3 98 GU991632 100 100 96
ViB9-1 270 GU991631 97 100 97
SODb 223 GU991630 99 100 89

* A. marginale centrale does not have the complete genes that codify the proteins AM 854,
OMP15 and OPAGI in its genome;

# The OMP15 predicted amino acid sequence of the A. marginale Florida isolate (available on
GenBank) is incomplete.

OFLS_AMER P HI FULTWLLEWVEGFE 8 UiFPRT SUALLS CETIDL 58 38 FIL FAS KL LASE
FL%_AMSH i T HI UL TVL LEVRG P AAF I¥PET 3CALIS CLTID I SA SAPILERAKL
MFLS_ANFL AT HI L TWL LR VRGFT 22T IVFRT SCALIS CGTID I 34 JAFDL RAS KL LASED

MPLS AMER
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(MPLS_AMFL

1Y e B O [ KK GEG LS [LRAT YR GET RN VR 1
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Figure 1 — Multiple alignment of the predicted amino acid sequence in OMP15; the sequence
is smaller in A. marginale florida isolate in comparison to A. marginale Saint Maries isolate
and A. marginale brazilian isolate.
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Figure 2 — Multiple alignment of the predicted amino acid sequence in OMP7, with low
identity between isolates due to the variability of this gene.
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