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Resumo

A anaplasmose bovina é uma das hemoparasitoses mais importantes do mundo cujo
agente é transmitido por ixodideos. O agente etioldgico desta doenga é a bactéria Anaplasma

marginale.

Nesta investigagdo desenvolveram-se duas metodologias para o isolamento, cultura e
propagacdo de A. marginale em culturas de células embriondrias de carragas, vetores da
bactéria: a partir de sangue e a partir de carragas recolhidas de bovinos experimentalmente
infetados por A. marginale.

As células embrionarias de ixodideos constituem uma importante ferramenta no estudo
do ciclo biolégico da bactéria, da interagdo entre agente patogénico e o vetor, fornecem

material antigénico e reduzem a necessidade de utilizacdo de animais de experimentagao.

Palavras-chave: carracas; A. marginale; diagnéstico; células embrionarias de carragas;

bovinos

Abstract

Isolation and propagation of Anaplasma marginale in embryonic tick cells

Bovine anaplasmosis it's one of the most important diseases in the world whose agent
it's transmited by ticks. The etiologic agent of this disease it's the bacteria Anaplasma

marginale.

In this investigation it was develop the isolation, culture and propagation of A. marginale
in embrionary cells cultures of ticks, vetors of the bacteria. It was done two different: one from

blood and other from ticks, from calfs who were experimental infected by A. marginale.

Embrionary cells of ticks are a important tool for the study of the biological cycle of the
bacteria, for the interaction between the agent and the vector, for antigenic material and also

decrease the use of animals in studies.

Key words: Ticks; A. marginale; diagnostic; embrionary cells of ticks; calfs
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1. Introdugao

O presente estudo foi realizado no Laboratorio de Doengas Parasitarias (LDP) da
Universidade Federal e Rural do Rio de Janeiro, no periodo de setembro de 2018 a fevereiro
de 2019. Os objetivos da realizagédo deste trabalho foram: o isolamento, cultura e propagacao
de Anaplasma marginale proveniente do seu vetor, ixodideos, em culturas de células
embrionarias de ixodideos; melhoramento da infraestrutura para manutengéo das linhagens de
células embrionarias das carracas a partir de culturas primarias; consolidacdo de
conhecimentos sobre a relagédo entre hospedeiro e parasita (ixodideos e Anaplasma marginale)

e aquisicado de conhecimento e implementacdo de normas de seguranga em laboratério.

Os organismos do género Anaplasma pertencem a Ordem Rickettsiales e tém como
alvo eritrécitos de animais selvagens e domésticos, bem como de humanos, relevando ter

grande importancia em saude publica (Munderloh et al., 2003).

1.1 Anaplasma marginale

A espécie Anaplasma marginale € um agente transmitido por carragas e que afeta
ruminantes em todo o mundo e é responsavel pela doenga anaplasmose (Lis, 2014). Entre as
doencgas cujos agentes sdo transmitidos por carragas, a anaplasmose bovina é considerada

uma das mais importantes (Zivkovic et al., 2007).

Apesar de ser mais frequente em bovinos, a doenca afeta também outros ruminantes
incluindo o bufalo de agua, bisonte, antilopes africanos e algumas espécies de veados (Aubry
& Geale, 2010).

1.1.1. Epidemiologia

A anaplasmose bovina ocorre em climas tropicais e subtropicais em todo o mundo,
sendo mais prevalente em bovinos de produgao (Kocan et al., 2009). A doencga é endémica na
América do Norte, América do Sul e Central, llhas das Caraibas, Africa, Europa, Asia e
Australia, provocando perdas econdmicas importantes na industria bovina (Kocan et al., 2003;
Lis, 2014).

No Brasil, A. marginale em conjunto com os piroplasmas Babesia bovis e Babesia
bigemina formam o complexo Tristeza Parasitaria Bovina. Esta doenga ocorre de acordo com
distribuicdo dos vetores, que neste pais encontram as condigdes para o seu desenvolvimento,

tendo uma relevante importancia econdmica (Amorim et al., 2014).



Nos Estados Unidos da América a doenca foi reportada em quase todos os estados, a
excegdo do estado do Hawai (Aubry & Geale, 2010). A sua alargada distribuigéo resulta do
transporte de bovinos portadores, persistentemente infetados (Pl), responsaveis pela

transmiss@o mecénica ou biolégica a animais suscetiveis (Kocan et al., 2010).

As taxas de sero-prevaléncia de A. marginale variam de forma ampla entre os paises
da Ameérica (tabela 1), a variabilidade dessas taxas contribui para o desenvolvimento de

regides enzodticas estaveis geograficamente (Kocan et al., 2010).

Tabela 1: Distribuigdo geografica e sero-prevaléncia da anaplasmose bovina em paises da

América (adaptado de Kocan et al,, 2003)

Pais Prevaléncia (%) Referéncia

Estados Unidos da América | 5,6 Hugh-Jones, 1988

(Louisiana)

Estados Unidos da América | 4,7-17,6 Rodgers et al., 1994

(Oklahoma)

Costa Rica 61-90 Herrero et al., 1998

Venezuela 57.7 James et al., 1985
Meléndez & Forlano,
1997

Colémbia 64 - 100 Otte, 1992

Brasil 67,3 Vidotto et al., 1997

Paraguai 92 Payne & Osorio, 1990

Argentina 7 -61 Lignieres, 1928

Jamaica 69, 9 McGinnis, 1988

Antilhas 18-71 Camus & Montenegro-
James, 1994

1.1.2. Histéria e classificagao

A. marginale foi descrita em 1910 por Sir Arnold Theiler que observou inclusdes
marginais em eritrocitos de bovinos que apresentavam anemia. Theiler conseguiu demonstrar

que a babesiose e a anaplasmose eram doencas diferentes e que frequentemente co-existiam



no mesmo animal, conseguindo separar os dois agentes e produzir “infe¢des puras” de A.

marginale (Kocan et al., 2009).

A. marginale é classificada na Ordem Rickettsiales, recentemente reorganizada em
duas familias, Anaplasmataceae e Rickettsi-aceae, com base em analises genéticas do gene
16S rRNA, groELS e proteinas de superficie (Dumler et al., 2001). Os membros da familia
Anaplasmataceae a qual pertence A. marginale sdo encontrados exclusivamente em vacuolos
citoplasmaticos de células do hospedeiro (Lis, 2014). Em adigédo, os organismos desta familia

multiplicam-se em células de hospedeiros vertebrados e invertebrados (Dumler et al., 2001).

A partir de analises filogenéticas foi possivel formar quatro grupos genéticos distintos
de organismos desta familia: Anaplasma, Ehrlichia, Wolbachia e Neorickettsia (Dumler et al.,
2001).

Antes de ser reclassificado, o género Anaplasma incluia as espécies Anaplasma ovis,
A. marginale e uma subespécie de A. marginale menos patogénica, Anaplasma centrale (Lis,
2014).

Atualmente, as espécies Anaplasma bovis (anteriormente Ehrilichia bovis), Anaplasma
phagocytophilum (anteriormente Ehlrichia pahocytophila, Ehrlichia equi e o agente da
ehrlichiose granulocitica humana — HGE), A. platys (anteriormente Ehrlichia platys) e
Aegyptianella (género incerto devido a falta de informag&o da sua sequéncia) estdo também

incluidas no género Anaplasma, como demonstra a tabela 2 (Dumler et al., 2001).



Tabela 2: Classificagéo atual da ordem Rickettsiales (adaptado de Kocan et al., 2004)

Ordem

Rickettsiales

Familia Rickettsiaceae:

Bactérias intracelulares
obrigatérias que cres-
cem livremente no cito-
plasma das células
eucaridticas dos seus

hospedeiros

Género Rickettsia

Género Orientia

Familia Anaplasmata-

ceae: Bactérias intrace-
lulares obrigatérias que
se replicam em vacuo-
los citoplasmaticos no
citoplasma das células
eucarioticas dos seus

hospedeiros

Género Anaplasma

Anaplasma marginale

Anaplasma centrale

Anaplasma ovis

Anaplasma bovis

Anaplasma phagocytophilum pha-
gocytophilum, E. equi, agente da
HGE

Anaplasma platys

Aegyptianella

Género Ehrlichia

Ehrlichia chaffeensis

Ehrlichia ruminantum

Ehrlichia ewingii

Ehrlichia ovis

Ehrlichia canis

Ehrlichia muris

Género Neorickett-

sia

Neorickettsia helminthoeca

Neorickettsia risticii

Neorickettsia sennetsu

Género Wolbachia

Wolbavhia pipientis

1.1.3. Patogenia

Ao contrario da Anaplasma phagocytiphilum, A. marginale é especifica em relagdo ao
hospedeiro, infetando apenas ruminantes e provocando doenga principalmente em bovinos
(Kocan et al., 2009).

Os eritrécitos sao a localizagdo habitual de A. marginal em bovinos (Figura 1) (Kocan et

al., 2003). Raramente foi observada a presenga de A. marginale fora de eritrocitos (Lis, 2014).
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Figura 1: Eritrocitos de bovinos infetados com A. marginale (Kocan et al., 2003)

A. marginale entra nos eritrocitos por endocitose e reside num vacuolo onde se divide
por fissdo binaria (Zivkovic, 2010). Na infecdo aguda sédo observadas multiplas infegdes em
eritrocitos isolados e mais de 70% dos eritrécitos podem ficar infetados (Zivkovic, 2010; Lis,
2014). De acordo com Kocan et al. (2004), nesta fase da infecdo A. marginale infeta dez a
noventa por cento dos eritrécitos (mais de 108 de eritrécitos infetados por mL). O periodo de
incubacgao da infegdo varia conforme o nimero de organismos, entre sete a sessenta dias, com
uma meédia de 28 dias (Kocan et al., 2003).

Depois da infegdo dos eritrécitos ser passivel de ser detetada através de métodos
laboratoriais de diagnéstico, o numero de eritrécitos parasitados aumenta geometricamente e
os eritrécitos alteram-se fisicamente ou quimicamente pela bactéria, sendo consequentemente
fagocitados pelas células do sistema reticuloendotelial dos bovinos, resultando em anemia e
ictericia sem hemoglobinémia nem hemoglobinudria (de la Fuente et al., 2002b; Kocan et al.,
2003; Lis 2014).

A anaplasmose ocorre em todas as idades, no entanto a infegao € mais frequente em
bovinos jovens. Apesar da doenga ser mais frequente em jovens, estes sdo mais resistentes a
infecdo por A. marginal do que os animais adultos (Ribeiro & Lima, 1996; Kocan et al., 2003).
Bezerros com idade inferior a seis meses sao mais resistentes a doenca do que bovinos mais
velhos. Em animais com mais de dois anos de idade, a doenga € muitas vezes fatal (Kocan et
al., 2003). O facto dos bezerros que se infetam nos primeiros anos de vida apresentarem
maior resisténcia a doenca é explicado por fatores como a absorgao de anticorpos do colostro,
imunidade celular e presencga de fatores séricos de resisténcia (Madrugal et al., 1987).

A maioria dos bovinos que sobrevive a doenca aguda apresentam-se clinicamente
saudaveis, no entanto ficam persistentemente infetados (Pl) para o resto da vida,

permanecendo como reservatorios da doenga (Scoles et al., 2006). Estes animais, apesar de



nao apresentarem sinais clinicos, tém uma infegdo persistente com uma bacteriémia de baixo
nivel (Kieser et al., 1990). Os niveis flutuantes de A. marginale nos animais PI pode afetar tanto
a proporgao de carragas que se tornam infetantes como o niumero de organismos presentes
nas carragas infetadas (Eriks et al., 1993). Os niveis de bacteriémica em amostras referentes a
intervalos bimestrais, apresentam uma variagdo acentuada em animais Pl (de <10% a <10°
eritrocitos infetados por mL) (Palmer et al, 1999). Esta variagdo pode representar a
multiplicagéo ciclica de A. marginal, um evento consistente com o aparecimento de variantes
antigénicos que ndo foram reconhecidos pelo sistema imune do hospedeiro anteriormente
(Kieser et al., 1990). A persisténcia da bacteriémia nos animais PI, que é fundamental para a
continuidade na transmissao de A. marginal, ocorre em fungcdo de uma resposta imune
defensora e é caracterizada por ciclos de bacteriemia sequenciais, que ocorrem em intervalos
de aproximadamente cinco semanas (figura 2) (Palmer et al., 1999).
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Figura 2: Ciclos de bacteriemia de A. marginal. As variantes que surgem em trés ciclos estédo
designados na figura como V1, V2 e V3. Os pontos em que a variante surge e é controlada
estao designados por V2 (Palmer et al., 1999)

Os bovinos cronicamente infetados, geralmente ndo manifestam novos sinais clinicos
da doencga ao longo do tempo, no entanto podem ter uma recaida de anaplasmose se, por
exemplo, forem infetados por outros agentes patogénicos (Lis, 2014). A transmissdo de A.
marginal dos animais cronicamente infetados para bovinos suscetiveis revela ser um fator

importante no estabelecimento da anaplasmose como uma doenga enzootica (Kocan et al.,
1981).

A doenca é caracterizada por febre, anemia, ictericia, estase ruminal, obstipacéo,
perda de peso e por vezes, morte (Zweygarth et al., 2006). Os bovinos infetados podem
também apresentar um declinio na produgéo de leite (Howden et al., 2010). A severidade dos
sinais clinicos pode variar consideravelmente, dependo da espécie e idade do animal infetado,

bem como da estirpe de Anaplasma sp. envolvida na infegdo (Howden et al., 2010; Lis, 2014).



1.1.4. Transmissao

A espécie A. marginale pode ser transmitida de trés formas distintas. Uma das formas
mais comuns € a transmissdo por um vector biolégico, quando os eritrocitos infetados sao
ingeridos por carragas durante uma refeicao de sangue, A. marginal replica-se no interior do
intestino das carracas e nas glandulas salivares, sendo posteriormente transmitida através da
saliva das carragas aos ruminantes que nao infetados (Aubry & Geale, 2010). A transmissao
também pode ser mecanica, através de fomites contaminadas com sangue infetado de bovinos
suscetiveis ou, através do aparelho bucal de insetos hematéfagos sugadores contaminado com
sangue infetado (Kocan et al., 2004). Os fomites que frequentemente participam na
transmissdo mecéanica poderdo ser agulhas, ldminas de descorna, pingas, instrumentos de
tatuagem e de marcagéo das orelhas e instrumentos de castragdo (Kocan et al., 2004). A
terceira forma de transmissdo possivel é por transmissdo transplacentaria, em que os
eritrécitos infetados se movem pela placenta para os fetos, neste caso sem amplificagcdo de A.

marginale (Aubrey & Geale, 2010).

A transmiss&o biologica de A. marginal através de ixodideos pode ser transestadial,
quando a carraga se infeta e transmite o agente no estadio seguinte do seu ciclo de vida ou
intraestadial, quando a carraca se infeta e transmite o agente no mesmo estadio do ciclo de
vida (Eriks et al., 1993). Geralmente os ixodideos associados a este tipo de transmisséo sao
Dermacentor spp, Ixodes ricinus e Rhipicephalus spp. (tabela 3) (Kocan et al., 2004). A
capacidade do vetor para adquirir infegdo com A. marginal varia consoante a espécie de

carraga responsavel pela transmissao (Kocan et al., 2010).

Apesar de A. marginale ja ter sido identificada no DNA de varias espécies de carragas
onde a transmissao da doenga foi experimental, isso ndo significa que a transmisséo ocorra em

condigbes naturais (Lis, 2014).

As carracas da espécie Rhipicephalus microplus encontram-se distribuidas
amplamente na América do Sul e Central, sendo, por isso considerada a espécie transmissora

de A. marginale no Brasil (Guglielmone, 1995).

A espécie Dermacentor andersoni, conhecida como a carraga da The Rocky Mountain,
€ o vetor bioldgico predominante de A. marginale na zona oeste dos Estados Unidos, onde A.

marginal € endémica (Scoles et al., 2006).



Tabela 3: Espécies de carragas que transmitem A. marginale (adaptado de Lis, 2014)

Espécie

Ixodideos

Amblyomma gemma*

Dermacentor albipictus
Dermacentor andersoni
Dermacentor hunteri

Dermacentor occidentalis
Dermacentor reticulatus
Dermacentor variabilis

Hyalomma asiaticum

Hyalomma excavatum

Hyalomma marginatum rufipes
Ixodes scapularis

Ixodes ricinus

Rhipicephalus (Boophilus) annulatus
Rhipicephalus appendiculatus
Rhipicephalus bursa

Rhipicephalus (Boophilus) calcaratus
Rhipicephalus compositus*
Rhipicephalus (Boophilus) decoloratus
Rhipicephalus (Boophilus) microplus
Rhipicephalus praetextatus*
Rhipicephalus pulchellus*
Rhipicephalus sanguineus

Argasideos

Argas persicus

A transmissdo intraestadial

Referéncia

(Fyumagwa et al., 2009)

(Lankester et al., 2007)

(Anthony and Roby, 1966; Kocan et al., 1992a;
Kocan et al., 1981; Lankester et al., 2007)

(Stiller et al., 1999)
(Anthony & Roby, 1966)

(Zivkovic et al., 2007)

(Anthony & Roby, 1966; Kocan et al., 1981;
Lankester et al., 2007; Stich et al., 1989)

(Zahang et al., 2013)
(Shkap et al., 2009)
(Potgieter, 1979)

(Rees, 1934)

(Helm, 1924)

(Samish et al., 1993)
(Fyumagwa et al., 2009)
(Sergent et al., 1945)
(Sergent et al., 1945)
(Fyumagwa et al., 2009)
(Potgieter, 1979; Theiler, 1912)
(Futse et al., 2003)
(Fyumagwa et al., 2009)
(Fyumagwa et al., 2009)
(Shkap et al., 2009)

(Howell et al., 1941)

de A. marginale parece ser epidemiologicamente

importante. Depois do periodo inicial da refeicdo da carraga, o adulto macho da espécie

Dermacentor andersoni pode facilmente ser transferido de um hospedeiro para outro devido ao

comportamento social e de grooming dos bovinos, tornando evidente a importancia primaria

dos adultos machos na transmissao de A. marginale (Eriks et al., 1993)

Dois pontos determinantes para o sucesso dos vetores sdo, a capacidade das carragas

em adquirir a infegdo e a replicagdo de A. marginale nas glandulas salivares das carragas

(Futse et al., 2003).



1.1.5. Ciclo de vida

O ciclo de vida de A. marginal é coordenado pelo ciclo de alimentagdo das carragas,

demonstrado na figura 2 (Kocan et al., 2004).
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Figura 2: Esquema do ciclo do desenvolvimento de A. marginale em bovinos e carragas
(adaptado de Kocan et al., 2003)

Os eritrocitos de bovinos infetados com A. marginale sédo ingeridos pelas carragas
quando estas se alimentam, sendo o primeiro local de infegdo o intestino (figura 3A) e as
células tubulares de Mapighi (figura 3B) das carragas. Nas refeigbes subsequentes da carraga,
outros tecidos ficam infetados, incluindo as glandulas salivares (figura 4), de onde A. marginal

pode ser transmitida para o hospedeiro vertebrado (Zivkovic, 2010).

Apods a replicagao inicial no intestino, A. marginal entra na hemolinfa e invade as

glandulas salivares (figura 4) (Brayton, 2012; Lis, 2014).



Figura 3: Colonias de A. marginal em tecidos de machos Dermacentor variabilis. A) Colonias
de A. marginale (setas) no musculo do intestino B) Colonias de A. marginale (setas) nos tubos
de Malpigui (Adaptado de Kocan et al., 2009)

Figura 4: Colonias de A. marginale (setas) nas glandulas salivares de Dermacentor reticulatis
(adaptado de Zivkovic et al., 2007)

Existem duas formas de A. marginale dentro do vacuolo parasitéforo no citoplasma da
célula das carragas. A primeira forma de A. marginale visivel é a forma reticulada (vegetativa)
(Figura 5A), que se divide por fissdo binaria, formando col6nias grandes que contém centenas
de organismos. A forma reticulada transforma-se na forma densa (Figura 5B), que é a forma

infetante e que pode sobreviver no exterior das células dos ixodideos (Kocan et al., 2009).
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Figura 5: Colonias de A. marginale no intestino de machos Dermacentor variabilis. A) Colénia
contendo formas reticuladas (seta) de A. marginale B) Célula do intestino contendo uma

colénia de formas densas (seta) de A. marginale (Adaptado de Kocan et al., 2009)

Os bovinos infetam-se com A. marginal quando a forma densa é transmitida através da
saliva durante a alimentagéo da carraga (Kocan et al., 2003). A transmissdo de A. marginale
requer, portanto, uma invasao e replicacao eficientes nos tecidos das carragas, resultando no
desenvolvimento de infegdo nas glandulas salivares (Brayton, 2012). Enquanto abandona a
célula, a colonia e as membranas da célula fundem-se, o que permite a saida de A. marginal
sem provocar danos na célula do hospedeiro (Lis, 2014).

As carragas tém a capacidade de adquirir infegdo depois de se alimentarem em
animais Pl com baixos niveis de parasitémia (Zivkovic, 2010).

1.1.6 Proteinas maioritarias de superficie

A superficie das bactérias intracelulares transmitidas por carragas apresenta varias
proteinas que sdo remodeladas durante a transmissdo do agente patogénico entre hospedeiros
vertebrados e invertebrados (Lis, 2014). Foram caracterizadas proteinas maioritarias de
superficie (MSPs) reconhecidas por anticorpos neutralizantes e com uma forte relagédo
intermolecular na membrana dos organismos, desempenhando importantes fungdes (Palmer &
McElwain, 1995). Estas proteinas modelam fungdes necessarias a sobrevivéncia, replicagao e
transmissdo da bactéria e a sua expressao altera-se pela facilidade de sobrevivéncia desta no
interior dos diversos hospedeiros (Lis, 2014). As MSPs tém um papel importante na interagao
entre A. marginal e as células do hospedeiro, uma vez que estas tém capacidade de provocar
infecdo (Aubry & Geale, 2010).

Estudos realizados sugerem que as MSPs podem nao ser marcadores eficientes para

estudos biogeograficos a nivel global, no entanto podem ser Uteis na comparagao de estirpes
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em regides definidas, podendo fornecer informagdes sobre a evolugédo das relagbes entre o

hospedeiro e o agente patogénico e entre o vetor e o agente patogénico (Kocan et al., 2010).

Foram identificadas em eritrécitos seis MSPs: MSP1a, MSP1b, MSP2, MSP4 e MSP5
(Kocan et al., 2003). Das seis MSPs de A. marginale identificadas e caracterizadas, MSP1a,
MSP4 e MSP5 séo codificadas por apenas um gene e ndo variam entre os isolados enquanto
MSP1b, MSP2 e MSP3 sao codificadas por uma familia de genes e os seus antigénios variam
nos animais Pl (de la Fuente et al., 2001b; de la Fuente et al., 2003b; Kocan et al., 2003;).

Tem-se demonstrado que a MSP1 esta envolvida na adesao aos recetores das células
dos hospedeiros e das carragas e é reconhecida pelo sistema imunitario dos bovinos apds a

infecdo. E um complexo formado por dois polipeptideos: MSP1a, codificado por um gene

(msp1a) e MSP1b, codificado por dois genes (msp1p1 e msp1p2) (de la Fuente et al., 2002b).

Estudos realizados sugerem que os polipeptideos MSP1 e MSP1b séo especificos em ter
fungbes de adesdo possibilitando A. marginal de aderir aos eritrécitos dos bovinos, sendo
possivelmente parte do processo de invasdo (McGarey et al., 1994). O peso molecular de
MSP1a varia entre as estirpes de A. marginale devido ao diferente numero de repetigbes de
aminoacidos (Kocan et al., 2004). E devido ao nimero e sequéncia de repeticdes do gene
MSP1a que este tem sido usado como marcador genético para identificagdo geografica de
isolados. Enquanto MSP1a demonstrou estar envolvida na adesdo de A. marginal aos

eritrécitos de bovinos e as células de carragcas, MSP1bB1 apenas esta envolvida na adeséo

aos eritrocitos bovinos (de la Fuente et al., 2002b). Tem-se verificado também que MSP1a esta
envolvida na infegdo e transmissdo de A. marginal por carragas do género Dermacentor e

contribui para a imunidade na infecdo de A. marginal em bovinos (Kocan et al., 2003).

MSP2 é uma proteina imuno-dominante codificada por uma familia de genes
polimorfica (Palmer et al., 1994). A expressdo da MSP2 é controlada por um operéo de 3,5kb
que é conservado entre linhagens de A. marginal, Anaplasma ovis e Anaplasma central,
genotipicamente e fenotipicamente distintas e contém, na diregdo 5’-3’, quatro fases de leitura
aberta (open reading frames): opag3, opag2, opag1 € msp2 (Lohr et al., 2002). O gene msp2
consiste em nove pseudogenes que tém um papel importante em alcangar variagcdes
antigénicas multiplas (Brown et al, 2003 citado por Lis, 2014). Pensa-se que os linfécitos T
especificos dos epitopos de MSP2 podem ativar macréfagos a agir como células ajudantes de
linfécitos B, estimulando assim as respostas humorais primarias contra as varias regides
variaveis desta proteina, expostas na superficie de A. marginale a cada pico de bacteriemia
(Brown et al., 2001).

MSP3 é também uma proteina imuno-dominante codificada por uma familia de genes

polimorfica (Alleman et al., 1997). Foi recentemente demonstrado que as variantes simples de
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MSP3 séo expressas em infegbes de mamiferos e de carragas e as variantes antigénicas
multiplas surgem apenas sob pressdo imune seletiva durante a infegao persistente (Palmer &
Brayton, 2013 referido por Lis, 2014).

As proteinas MSP4 e MSP5 sao codificadas por apenas por um gene (Oberle et al.,
1993; Visser et al., 1992). O papel destas proteinas ainda néo foi bem definido, no entanto, o
facto de continuarem conservadas sugere que tém um papel importante no ciclo de vida de A.
marginal (Lis, 2014). MSP4 pode revelar ter um grande potencial em proteger os bovinos de
isolados heterélogos comparativamente a outras proteinas de superficie de A. marginal, que

variam amplamente em tamanho e estrutura (Oberle et al., 1993).

1.1.7. Resposta imune contra A. marginale

A imunidade conferida contra A. marginale é de duragéo variavel e tem origem humoral
e celular (Vidotto & Marana, 2001).

Para atingir protegdo adequada contra a infegdo é necessaria a ativagao de linfocitos T
CD4+ e a produgéo de eritrocitos. A. marginale requer entdo a indugao de titulos elevados de
anticorpos de imunoglobulinas G2 (IgG2) contra a superficie das células B, em simultdneo com
as células T CD4+ mediadas pela ativagdo dos macrofagos para opsonizagdo e morte da
bactéria (figura 6). Os linfécitos CD4+ s&do fundamentais para produgado de diversas citocinas,
entre as quais o interferdo gama (IFNy). O IFNy é responsavel por aumentar a atividade dos
macrofagos para reconhecer o antigénio fagocitado, pela fagocitose destes e também pela
estimulagdo da produgéo de 6xido nitrico. Em adigdo, IFNy tem ag&o sobre os linfocitos B,
induzindo a produgédo de 1gG2, que aumenta a capacidade de fagocitose por opsonizagdo
(Palmer et al., 1999).

Este modelo de imunidade fornece a base de imunidade especifica mediada por
células contra um agente patogénico, que se limita ao parasitismo intraeritrocitario e que
portanto, ndo pode ser marcado diretamente pelos linfocitos citotoxicos de classe | e Il do

complexo maior de histocompatibilidade (MHC) (Palmer et al., 1999)
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Figura 6: Mecanismo de imunidade na infegcdo aguda (adaptado de Palmer et al., 1999)

Devido a capacidade de A. marginale resistir a defesa imunolégica a partir da alteragao
da antigenicidade das suas MSPs, quando a infegdo se estabelece no hospedeiro mantém-se
durante toda a sua vida. A MSP2 é uma das principais proteinas que se relaciona com esta
variagao antigénica, uma vez que é codificada por uma familia de genes polimorficos, como
referido. Assim, apds a fase aguda da doenga, a ocorréncia da emergéncia de variantes da
MSP2 é frequente, o que justifica os picos de bacteriemia presentes da infegdo persistente
(Brown, 2012 referido por Mendonga, 2015).

A imunizagao de bovinos com as MSPs nativas e recombinantes de A. marginale induz
protecdo significativa contra a anaplasmose bovina em aproximadamente 70% das vacinas,
com protegao relacionada com anticorpos especificos contra MSP (Palmer et al., 1999; Vidotto
& Marana, 2001).

1.1.8. Estirpes

As relacgdes filogenéticas e a evolugdo dos isolados de A. marginal sao importantes

para entender a biologia e o controlo da anaplasmose (Kocan et al., 2007).

Tém sido identificadas varias estirpes de A. marginal provenientes de diversas areas

geograficas (Aubry & Geale, 2010). Estas diferem pelas caracteristicas morfologicas, origem
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geografica, diferengas na transmisséo por carragas, nivel de viruléncia, tamanho molecular das
proteinas de superficie, fragmentos de restricdo do DNA e reatividade perante um painel de
anticorpos monoclonais (MADb) (Eriks et al., 1994; Baéta, 2015). As diferengas antigénicas entre
as estirpes de A. marginal sdo importantes uma vez que, para desenvolver vacinas que
protejam contra desafios heterélogos, devem ser identificados epitopos de A. marginal. Os
testes de diagndstico para identificar animais infetados devem também ser baseados em

sequéncias ou antigénios de A. marginal (Eriks et al., 1994).

As MSPs sdo usadas para analises filogenéticas por estarem envolvidas na interagao
agente patogénico-hospedeiro e por estarem suscetiveis a evoluir mais rapidamente do que
outros genes, devido as pressoes seletivas exercidas pelo sistema imune do hospedeiro (de la
Fuente et al., 2003b; Kocan et al, 2007).

Uma das caracteristicas para identificar isolados de A. marginal é o peso molecular de
MSP1a, cujo tamanho varia entre os isolados devido ao diferente nimero de repeticbes de 28-

29 aminoacidos (de la Fuente et al., 2001b).

Foram sequenciados genes que codificam MSP1a e MSP4, msp1 e msp4, de nove
isolados da América do Norte para analise filogenética. Essas analises apoiam a existéncia de
um clado de A. marginal composto por isolados da Florida e da Virginia (clado de sudeste).
Foram realizadas analises de sequéncias de fragmentos de rDNA 16S de Dermacentor
variabilis, carraga vetor de A. marginale, de diferentes regides dos Estados Unidos para avaliar
a possivel evolugado vetor — parasita. Uma arvore filogenética pode ser utilizada para estudar a
o padrao da distribuigdo geografica (biogeografica) e a co-evolugao da interagéo entre o vetor e

o parasita (de la Fuente et al., 2001b).

Estes estudos foram também realizados usando isolados de A. marginal do Novo
Mundo, provenientes dos Estados Unidos, México, Brasil e Argentina (Kocan et al., 2003). Os
isolados de A. marginale dos Estados Unidos foram agrupados em dois clados: o de sudeste,
que consiste em isolados da Florida, Mississippi e Virginia e um de oeste-central, que consiste

em isolados da Califérnia, Idaho, lllinois, Oklahoma e Texas (Kocan et al., 2003).

A partir de analises de codao e de aminoacidos foi demonstrado que estes se alteram
na filogenia do DNA de MSP4, evidenciando que msp4 ndo esta sob pressido positiva de
selegdo. Em contraste, a filogenia do DNA de MSP1a e a sequéncia de proteinas de treze
estirpes de Oklahoma, em comparagdo com sete estirpes da América Latina e catorze dos
Estados Unidos, ndo mostrou agrupamento geografico e evidenciou que o gene esta sob
pressao positiva de selegdo. Dos estudos realizados foi possivel inferir que a utilizagdo de
sequéncias de MSP1a para definir isolados geograficos de A. marginal mostraram-se
questionaveis uma vez que a variagao das sequéncias pareceu Unica entre diferentes isolados
(Kocan et al., 2002).
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Ambos os clados dos Estados Unidos mostraram estirpes de Oklahoma, o que podera
ser indicativo da migracdo de gado. Em adig¢édo, na eventualidade da migracdo de gado ter
criado novos genotipos, pode ter estabelecido a infegéo por transmissao mecanica ou bioldgica
a bovinos suscetiveis. De acordo com Kocan et al., (2003), as sequéncias de msp4 mostraram
ser bons marcadores genéticos para inferir padroes filo-geograficos de isolados de A.

marginale em escala geografica alargada.

1.1.9. Diagnéstico

A importancia global de doengas provocadas por agentes transmitidos por carracas
como a anaplasmose, tem vindo a aumentar a medida que os paises em desenvolvimento
procuram aumentar a producdo, introduzindo racas de bovinos suscetiveis. E por isso de
elevada importancia a realizagéo de testes efetivos de diagnostico nestes paises. Estes testes
tém diversos objetivos, tais como: identificagdo de espécies e estirpes de hemoparasitas
envolvidos na doencga; determinacio da distribuicido das espécies de parasitas e avaliagdo do
risco de doenga a nivel nacional ou regional; certificagdo do estado de infegdo do animal para
0s requisitos de comércio e para erradicacao da doencga; identificagdo ou confirmagéo da causa
da doenca ou morte, em caso de surtos; identificagdo da espécie de artropodes como vetores e

de etapas de transmisséo dos vetores (Bose ef al., 1995).

1.1.9.1. Diagnéstico clinico

Em areas endémicas os produtores suspeitam de anaplasmose baseando-se em surtos
anteriores de doenga que ja tenham ocorrido naquele local. Surtos clinicos acontecem mais
frequentemente durante estagdes quentes e humidas, épocas em que a transmissio pelos
vetores € mais frequente. O primeiro sinal clinico detetado € normalmente a presenga de
pirexia. Em casos terminais, a febre com temperaturas superiores a 40°C pode persistir durante
o periodo de aumento da parasitémia, antes da morte do animal. A severidade dos sinais
clinicos apresentados pelo animal depende do nivel de anemia e incluem palidez da pele e das
mucosas e aumento das taxas respiratdria e cardiaca. O animal fica progressivamente mais
letargico e anorético a medida que o volume celular diminui, consequente ao aumento da
parasitémia. Com o avango da doenga, os bovinos podem apresentar atonia gastrointestinal,
estase e obstrugao do rimen com consequente desidratagcao e perda de peso (Kocan et al,,

2009).

Algumas alteragées macroscopicas séo evidentes durante a necropsia de animais com
doencga clinica. As alteragbes presentes sdo caracteristicas de anemia aguda em que o0s

eritrocitos sdo removidos pelo sistema reticulo endotelial, mucosas anémicas e carcacgas
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emaciadas. As alteragbes evidentes sdo as mucosas anémicas ou ictéricas, esplenomegalia,
resultante da destruicdo dos eritrocitos pelas células fagociticas dos bovinos e distensdo da
vesicula, com acumulacdo de bilis. Outras alteragdes presentes sdo coragdo com coloragao
palida, presenca de hemorragias e petéquias no pericardio e epicardio, hepatomegalia,
linfonodos com coloragdo amarelada ou acastanhada ao corte e ligeiramente edemaciados
(Kreier, 1977; Jaswal et al., 2013).

1.1.9.2. Diagnéstico laboratorial

O diagnostico laboratorial pode ser realizado através de métodos diretos e indiretos,
dependendo da facilidade de execugao, disponibilidade de reagentes, de infraestruturas e

ainda da capacidade técnica de cada laboratoério (Vidotto & Marana, 2001).

Durante a fase aguda, o diagnostico de anaplasmose bovina pode ser realizado através
da presencga de A. marginal em esfregagos sanguineos corados com Giemsa, uma vez que 0s
niveis de parasitémia sao elevados. Em animais portadores da doenca, como um nivel de
parasitémia menor, a infecdo é geralmente diagnosticada através de testes serologicos,

confirmados por métodos de detegdo molecular (Aubry & Geale, 2010).

1.1.9.2.1. Métodos diretos de diagndstico

Métodos diretos de diagnéstico incluem, para além da realizagdo de um esfregago
sanguineo para visualizagdo dos organismos nos eritrécitos, PCR (reagdo em cadeia da
polimerase), testes de aglutinagdo em cartdo (CT) e isotestes.

O PCR é um método altamente sensivel para amplificagdo in vitro de sequéncias
especificas de DNA, desenvolvido para detetar pequenas quantidades de DNA de diferentes
agentes em amostras de sangue ou de tecidos (Vidotto & Marana, 2001). O método de PCR
usando os genes msp4 e msp1 de A. marginale tem sido utilizado para diferenciar isolados,
sendo util para rastrear a origem de um surto e para diferenciar entre espécies, como por
exemplo entre A. marginal e A. centrale (Kocan et al., 2009). Recentemente utiliza-se também
o método de PCR em tempo real (RT-PCR), que deteta e quantifica o DNA de A. marginale
(gene msp1) em sangue de bovinos infetados naturalmente (Carelli et al., 2007). O RT-PCR ¢é
uma técnica quantitativa, rapida de realizar e n&o requer qualquer manipulagdo apds a
amplificagdo. Pode ser utilizada para estudar os niveis da expressao genética (Bell & Ranford-
Cartwright, 2002). Foi também descrita outra técnica de PCR denominada nested-PCR que
junta a analise das sequéncias e hibridizagao para identificar o DNA de msp5 de A. marginale
no sangue (Torioni de Echaide et al., 1998). Num estudo realizado por Torioni de Echaide et al.
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(1998), a partir no nested-PCR, foi possivel detetar trinta eritrocitos infetados por mL de
sangue, o0 que corresponde a um aumento de dez a cem vezes na sensibilidade em relagdo a

outras técnicas quantitativas de PCR descritas.

O isoteste € um método de diagnodstico que atualmente € pouco utilizado, tendo o
objetivo de identificar infegbes latentes. O sangue de animais portadores € sub-inoculado em
animais esplenectomizados e suscetiveis. Devido ao teste apresentar custos elevados e da
necessidade de se usar animais de experimentagao, tem-se optado pelo cultivo de células

como alternativa (Bose et al., 1995).

1.1.9.2.2. Métodos indiretos de diagnostico

Métodos indiretos de diagnéstico incluem provas de aglutinagéo, teste de fixagao do
complemento (CF), teste de imunofluorescéncia indireta (IFl), testes de ELISA (Enzyme Linked
Imunossorbent Assay) e “Western Blot”.

O teste de CF é baseado em reagbes de anticorpos IgM produzidos no inicio das
infecdes primarias. No entanto, apresenta uma baixa sensibilidade uma vez que a maioria dos

animais testados sao cronicamente infetados (Bose et al., 1995).

Para a realizagao de testes de IFI sdo utilizadas amostras de sangue de bovino. Os
anticorpos IgG presentes no soro reagem com o antigénio, sendo identificados por anticorpos
anti-lgG, marcados com isotiocianato de fluoresceina (conjugado). Apesar de apresentar uma
boa sensibilidade, este teste tem alguns inconvenientes como a subjetividade do operador e a
fluorescéncia nao especifica, atribuida a adeséo dos anticorpos aos eritrocitos infetados (Aubry
& Geale, 2010; Vidotto & Marana, 2001). Devido a subjetividade do operador que realiza o
teste, a padronizagéo é dificil (Bose et al., 1995)

Os testes de aglutinagdo apresentam como principio basico a reagado de anticorpos
bivalentes e antigénios polivalentes, formando-se compostos macromoleculares visiveis
(Vidotto & Marana, 2001). Os testes de aglutinagdo em cartdo sdo muito faceis de executar em
campo e permitem a disponibilidade dos resultados em apenas alguns minutos. Estes testes de
diagnéstico utilizam organismos de Anaplasma sp. corados com corante verde como antigénio.
Sao misturadas quantidades estabelecidas de antigénio e plasma no cartdo e este ¢ inclinado,
sendo o grau de aglutinagdo avaliado ap6s um tempo definido (Wright, 1990). No entanto,
podem desenvolver-se reagdes nado especificas e a subjetividade da interpretagéo do resultado
da reagdo pode resultar numa variacdo na interpretacdo do teste. Em adi¢cdo, o antigénio
utilizado na realizagéo do teste pode ser dificil de preparar e pode variar entre os laboratérios,
requer a infegdo de bezerros esplenectomizados por inoculagéo intravenosa com sangue

contendo eritrécitos infetados de Anaplasma sp. (Aubry & Geale, 2010).
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O método serologico disponivel mais adequado para identificar bovinos infetados com
Anaplasma sp. € o ELISA de captura em que é utilizado um MAb especifico para MSP5,
ANAF16C1. Este teste deteta especificamente a presenga de anticorpos séricos que estdo
marcados na superficie de MSP5 de Anaplasma spp. (Aubry & Geale, 2010). Os testes de
ELISA podem ter elevada sensibilidade e eficiéncia, permitindo o processamento de um grande
numero de amostras (Bose et al., 1995). No entanto, este teste nado diferencia entre A. marginal
e outras espécies do género Anaplasma pois todas expressam o antigénio MSP5 e induzem o
reconhecimento de anticorpos pelo MAb especifico de MSP5 (Visser et al., 1992 referido por
Aubry & Geale, 2010).

O “Western Blot” € um teste que permite detetar a infe¢do por A. marginale em poucos
dias ap0s a exposicdo ao agente, sendo utilizado para o reconhecimento de antigénios
especificos marcados que sdo revelados por um anti-soro marcado (Kwak & Smith, 1989
referido por Vidotto & Marana, 2001).

As metodologias de diagndstico que tém surgido, com maior sensibilidade e
especificidade, tém contribuido para a realizacdo de estudos mais avancados sobre a
epidemiologia da doenga, permitindo a adog¢do de medidas profilaticas mais eficazes (Vidotto &
Marana, 2001).

1.1.10. Medidas de controlo

As medidas de controlo da anaplasmose bovina utilizadas atualmente, dependem da
localizagdo geografica e consistem no controlo dos vetores (artropodes), administragao de
antibiéticos e vacinagdo. A escolha da estratégia a utilizar depende da epidemiologia da
doenga nas regides afetadas e é influenciada pela gestéo local de praticas de controlo (Kocan
et al., 2000).

1.1.10.1. Controlo dos vetores

O controlo dos vetores responsaveis pela anaplasmose, é intensivo e dispendioso. A
repetida aplicacdo de acaricidas e inseticidas tem tido como resultado o desenvolvimento de
resisténcia nas populagdes de carracas e de insetos, além de que desenvolve o risco de criar

uma populagao suscetivel de bovinos em areas endémicas (Kocan et al., 2000).

O controlo dos artrépodes que transmitem a doenga ndo é exequivel em muitas regides
e apenas pode prevenir parcialmente a transmissdo de A. marginal, que ocorre tanto por

transmissao bioldgica por carragas, quanto por transmissdo mecanica de sangue infetado por
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insetos e fomites, (Kocan et al, 2003). Enquanto, por exemplo, em Africa o controlo de
carragas € muito utilizado, nos Estados Unidos este método é raramente empregue (Kocan et
al., 2000).

1.1.10.2. Administracdo de antibioticos

A utilizagdo de antibiéticos apenas previne a infegdo ativa, ndo eliminando a infegéo
persistente nem prevenindo os bovinos de se tornarem persistentemente infetados com A.
marginale. O uso extensivo de antibidticos implica riscos na saude publica resultando nédo sé
na emergéncia de bactérias resistentes, mas também em prejuizos humanos, animais e
ambientais (Kemper, 2007). Em adigao, os bovinos que se tenham submetido a antibioterapia

podem nao estar livres de infegdo (Kocan et al., 2000).

A administragdo de tetraciclinas aos bovinos tem sido efetiva por injegdo, através de
alimentos ou pela incorporagdo em suplementos alimentares. No entanto, quando usada
através do alimento ou de suplementos torna-se dificil de garantir as doses adequadas para os
bovinos. Ao contrario da maior parte do mundo, em varias areas dos Estados Unidos as
tetraciclinas sao utilizadas extensivamente para o controlo da anaplasmose. Isto acontece
porque nos Estados Unidos, a administragcdo de antibidticos € muito importante enquanto
medida de controlo uma vez que as vacinas mortas foram retiradas do mercado no pais. As
tetraciclinas demonstram algumas desvantagens devido aos custos, necessidade de
alimentagédo, periodos de retencdo de carne e leite e o risco de desenvolvimento de resisténcia
(Kocan et al., 2000). Segundo Gotze et al. (2008), o uso de oxitetraciclina na dose de 20 mg/kg
apresentou uma eficacia segura no tratamento de anaplasmose em vacas leiteiras de produgao
(Alberton et al., 2015)

A utilizagdo de enrofloxacina no tratamento da anaplasmose bovina através de altas
concentragdes plasmaticas num curto periodo de tempo demonstra uma agao bactericida mais
rapida. A aplicagdo de uma dose Unica de 7,5mg/kg mostrou ter uma redugao significativa da

bacteriemia (Kaartinem et al.,1995).

Outro tratamento para a anaplasmose bovina muito difundido na pratica veterinaria é a
utilizagéo de dipropionato de imidocarb. Para eliminar a infegdo, Akhter et al. (2010) relataram
que a dose a administrar em duas inje¢des intramusculares é de 3 mg/kg, ja Roby e Mazzola
(1972) relataram a quimioesterilizagdo com duas doses de 5 mg/kg, em intervalos de catorze
dias (Aberton et al., 2015)
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1.1.10.3. Vacinagao

O método de controlo de anaplasmose mais econémico e efetivo em todo o mundo é a
vacinagdo. Existe dois tipos de vacinas, vacinas vivas e vacinas inativas ou mortas, e ambas
incidem no uso de eritrocitos de bovinos infetados com A. marginale e induzem imunidade que
reduz ou previne a doenga clinica. No entanto, as vacinas n&o previnem os bovinos de se

tornarem Pl com A. marginale (Kocan et al., 2003).

1.1.10.3.1. Vacinas vivas

As vacinas vivas envolvem a infecdo de bovinos através da inoculagdo de eritrécitos
infetados com isolados menos patogénicos de A. marginale ou de A. centrale (Kocan et al.,
2003).

Vacinas vivas de estirpes de A. centrale sao utilizadas em varias partes do mundo,
incluido Africa, Australia, Israel e América Latina. Estas vacinas s&o utilizadas devido ao facto
de Theiler ter observado que A. centrale era menos patogénica que A. marginale e que 0s
bovinos infetados com Anaplasma central desenvolveram imunidade protetiva contra infegéo
de A. marginale (Kocan et al., 2003). As espécies menos patogénicas de A.centrale partilham
varios antigénios comuns com A. marginale. Ap6s a infegdo produz uma doenga clinica suave
e confere, de forma significativa, um bom nivel de protecdo cruzada para a subsequente
infecdo com organismos A. marginale virulentos (Wright, 1990). Espera-se que o uso destas
vacinas continue até que estejam disponiveis vacinas mais eficientes, especialmente em
paises como a Argentina, Australia, Brasil, Africa do Sul e Uruguai, onde centenas de milhares
de doses sdo vendidas anualmente (Kocan et al., 2003). A. central ndo ocorre na América do
Norte e por esse motivo ndo tem sido utilizada nos Estados Unidos (Kocan et al., 2000). Apesar
de todos os pontos positivos deste tipo de vacinas, é esperado que o sucesso da vacinagao
varie com os genotipos de A. marginal que os bovinos vacinados estdo expostos (Kocan et al.,
2010).

O método de infecdo e tratamento foi usado no passado e consiste em infetar bezerros
com eritrocitos infetados com A. marginal e administrar tetraciclinas na fase inicial de aumento
da temperatura corporal ou da detecao da parasitémia. Este método requer uma cuidada
monotorizacdo dos bovinos por veterinarios e ndo pode ser utilizada em rebanhos muito

grandes, tornando este método dificil de praticar (Kocan et al., 2010; Zivkovic, 2010).

Outra técnica para a produgdo de vacinas consiste em manter bezerros
esplenectomizados sob quarentena e inocular experimentalmente estirpes definidas. Os

bezerros servem de dadores de sangue infetado (Kocan et al., 2003). Um risco inerente a esta

21



técnica € a transmissao de outros hemoparasitas através do sangue do dador (Kocan et al.,
2010).

Vacinas atenuadas de A. marginal sao utilizadas na América do Sul e na Califérnia.
Estas vacinas produzem também infecoes moderadas ou inaparentes e resisténcia a
anaplasmose clinica em bezerros (Kocan et al., 2000). Nestas vacinas, ha atenuagdo de A.
marginale por irradiagdo, combinada com a passagem através de veados e ovelhas (Zivkovic,
2010). Estas vacinas podem tornar-se mais virulentas apds a passagem sucessiva através dos
bovinos ou de carragas (Aubry & Geale, 2010).

1.1.10.3.2. Vacinas inativas ou mortas

As vacinas inativas ou mortas foram desenvolvidas nos Estados Unidos nos anos
sessenta. A primeira vacina produzida foi contaminada com membranas das células de bovino,
surgindo bezerros que apresentaram anemia hemolitica neonatal, apds terem ingerido colostro
de maes imunizadas. As vacinas inativas que surgiram posteriormente foram purificadas para
remover as células do hospedeiro, no entanto em 1999 foram retiradas do mercado (Kocan et
al., 2000)

Estas vacinas apresentam variadas vantagens em relagdo a outras vacinas, por
exemplo: apresentam um baixo risco de contaminagdo com agentes infeciosos indesejaveis;
podem ser armazenadas de forma econémica e geralmente provocam reagdes pos inoculagao
minimas. As desvantagens incluem a necessidade de impulsionadores prévios, elevados
custos na purificagdo de A. marginal proveniente dos eritrécitos e falta de protegdo cruzada
entre os isolados de diferentes areas geograficas separadas. Em adigdo, a imunidade
concedida pelas vacinas mortas € geralmente inferior a das vacinas vivas (Kocan et al., 2010).
A extensa purificagdo, dependéncia de animais como fonte de antigénios e a necessidade de
impulsionadores de imunizacdes e a dificuldade de padronizagdo contribui para o elevado
custo de produgéo e uso destas vacinas (Kocan et al., 2000).

1.1.10.3.3. Desenvolvimento de vacinas a partir de culturas de células

O crescimento de bactérias em culturas de células de carragas tem sido investigado

como fonte alternativa de produgéo de vacinas de A. marginale (Kocan et al., 2003).

O uso deste tipo de vacinas pode evitar problemas associados com as vacinas
anteriores derivadas de eritrécitos. Esta técnica tem a vantagem de permitir a inclusdo de
varias estirpes, facilidade de padronizagéo, auséncia de eritrocitos e agentes patogénicos de

bovinos e nao requer o uso dispendioso de bezerros esplenectomizados (Kocan et al., 2003).
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Bovinos imunizados com vacinas derivadas de estirpes de A. marginal desenvolvem
uma imunidade protetiva e ndo desenvolvem sinais clinicos de anaplasmose depois da infecédo
(Lis, 2014).

Apesar de todas as vantagens do desenvolvimento deste tipo de vacinas e dos
progressos introduzidos pela sua utilizagdo, € necessaria mais pesquisa para avaliar o efeito
das combinagdes de antigénios recombinantes a fim de melhorar a eficacia da vacina, para
conferir protegdo contra a infegdo com A. marginale e bloquear a transmissao biolégica do
agente patogénico (Kocan et al., 2003). E entdo necessario que se continuem a realizar
ensaios para testar novas formulagdes e, para futuramente, se definir a eficacia da imunidade e
protecédo contra A. marginale a partir de culturas de células para a produgéo de vacinas inativas
ou mortas (de la Fuente et al., 2002b).

A vacina ideal para anaplasmose € uma vacina que induza imunidade protetiva e que
previna tanto a infecdo de bovinos e carragas, como contrarie a capacidade vetorial das

carragas (Kocan et al., 2010).

1.2. Cultura de células embrionarias de carragcas

Nas ultimas décadas foram estabelecidas linhagens de células a partir de varias
espécies de carragas (Passos, 2012). O isolamento e propagagao nestas células de agentes
patogénicos transmitidos por carragas, sdo uma ferramenta importante para o estudo do ciclo
de vida dos parasitas e da interacido parasita-hospedeiro, bem como podem representar uma
fonte de material antigénico para testes de diagndstico e para produgdo de anticorpos e
vacinas (Bell, 1984; Bell-Sakyi et al., 2007).

Estes sistemas in vitro permitem o estudo da interagdo entre as células do hospedeiro
e 0 agente patogénico num ambiente controlado, o que anteriormente ndo estava disponivel
(Blouin & kocan, 1998).

As primeiras culturas de células de carracas foram estabelecidas a partir de tecidos das
carragas adultas da espécie Rhipicephalus appendiculatus (Munderloh et al., 1994). A primeira
linhagem de células derivou de ninfas de carragas e posteriormente a maior parte das
linhagens de células derivaram de embrides de carragas por serem mais faceis de processar
(Bell-Sakyi et al., 2012).

A maior parte das linhagens de células de carragas foram desenvolvidas a partir de
células embrionarias, utilizando uma metodologia simples e sem usar nenhum tipo particular de
tecido. As culturas primarias a partir de ninfas (apdés a remogdo dos tecidos do sistema

digestivo e excretor) e tecidos de larvas produziram também linhagens de células continuas.
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Desta forma, as culturas de células de carragas séo constituidas geralmente por um ou mais
tipos de células e esta mistura de células parece ser essencial para a sobrevivéncia da cultura.
As células de carragas ndao mostram inibicdo de contacto e a maior parte cresce em trés
dimensdes. Estas células ndo aderem fortemente, crescendo numa monocamada incompleta e
em suspensdo. Dividem-se de forma lenta e podem ser mantidas em altos niveis de densidade
(108-107 células por mL) e muitas das linhagens n&o requerem subculturas regulares, tornando-
a particularmente adequadas para isolamento de microrganismos com crescimento lento.
Algumas das linhagens podem sobreviver muito tempo sem uma mudanga regular no meio e
subculturas, o que reflete a habilidade das carragas em existir por um longo periodo na

natureza entre as refeicdes de sangue (Bell-Sakyi et al., 2007).

As células de carracas sao normalmente incubadas a temperaturas entre os 28 e os
34°C (Bell-Sakyi et al., 2012).

1.2.1. Isolamento de A. marginale

Kessler et al. (1979) realizaram uma cultura de A. marginale em eritrocitos utilizando
um sistema de cultura de sangue total, baseando-se hum método com recurso a Plasmodium
sp. Apesar dos organismos permanecerem viaveis durante varios dias, este sistema ndo

resultou em propagagéao continua (Baéta, 2015):

Com o melhor conhecimento do ciclo de vida do parasita nas carragas, foi possivel
estabelecer posteriormente diversas linhagens de células e inoculagbes nessas linhagens.
Samish et al., (1988) realizaram a primeira tentativa de infegdo de uma linhagem de células de
carraga utilizando a linhagem RML-15 da espécie de carraga Dermacentor variabilis. Os
autores observaram diversas estruturas parecidas com A. marginale no citoplasma das células,

no entanto ndo conseguiram estabelecer uma linhagem continua (Baéta, 2015).

O maior avango foi conseguido com a propagagao em linhagens de células de Ixodes
scapularis IDE8 (Munderloh et al., 1994). A primeira cultura in vitro continua de A. marginale foi
descrita por Munderloh et al.,(1996). Estes inocularam eritrocitos de bovinos infetados em
linhagens de células de carragas provenientes da espécie Ixodes scapularis, IDE8 (Kocan et
al., 2002; Zweygarth et al., 2006).

De acordo com Blouin & Kocan (1998), os niveis de infegao atingem 100% das células
da cultura e os organismos sdo infetantes para carragas e bovinos. Estes autores
demonstraram que os organismos das culturas tém um ciclo de desenvolvimento semelhante
ao descrito em carracas infetadas naturalmente e as coldénias sdo semelhantes

morfologicamente as células de carragas in vivo.

24



A infecdo das células IDE8 ocorre 15 minutos apds a exposigédo (PE). A invasdo das
células do hospedeiro inicia-se com a adesdo da forma densa. A adeséo entre a bactéria e a
membrana da célula da carraga aumenta ao longo da secgéo, formando uma depressao na
membrana da célula do hospedeiro. A. marginal é envolvida pela membrana da célula do
hospedeiro e interiorizada num vacuolo, transformando-se na forma reticulada, que se divide
por fissdo binaria (figura 7). Quarenta e oito horas PE as coldnias contém centenas de
bactérias. Trés dias PE as formas reticuladas transformam-se na forma densa (infetante) que
contém uma distribuicdo mais densa e uniforme de ribossomas em que as fibrilhas de DNA
ainda nao sao aparentes. No quarto dia PE, as membranas das colonias fundem-se com as
membranas das células das carragas, seguindo-se a rotura do complexo. Ocorre entao
libertagdo das formas densas do vacuolo parasitéforo, sem perda do citoplasma das células do
hospedeiro. A morte das células das carracas ocorre ap6s a maior parte das células estar
infetada, resultando num destacamento das monocamadas das células das carragas e num

efeito citopatico (Blouin & Kocan, 1998 referido por Kocan et al., 2004).

Figura 7: A. marginale em cultura de células de carragas IDE8. A) Colénias contendo
formas reticuladas que se dividem por fissao binaria (setas) B) Colonia contendo as formas
densas (infetante) (Adaptado de Kocan et al., 2004)

E possivel congelar as culturas infetadas com A. marginale em nitrogénio liquido e
posteriormente recupera-las e usa-las para inocular células ndo infetadas. Desta forma, células
infetadas com A. marginale congeladas em nitrogénio liquido, podendo ser utilizadas em stock
e como uma amostra permanente do isolado original, no caso de ocorrer variagdo antigénica

durante as passagens seguintes (Blouin et al., 2002).

Apesar de Ixodes scapularis ndo ser uma espécie vetor ou com capacidade vectorial de

transmissdo de A. marginale, as células embrionarias fornecem um ambiente propicio ao seu
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crescimento e desenvolvimento (Blouin & Kocan, 1998). Varios isolados de A. marginale
podem ser propagados nas linhagens de células de Ixodes scapularis IDES8, o que providencia

uma fonte de antigénios para estudos em todo o mundo (Lis, 2014).

A adeséo da bactéria as membranas das células de carragas durante a infegdo sugere
a presencga de moléculas de adesao na superficie de A. marginal, que sado reconhecidas pelos
recetores das células das carragas (Kocan et al., 2004). Todas as MSPs identificadas nos
eritrécitos infetados com A. marginale foram também encontradas nos organismos que
cresceram nas culturas de células IDE8. As culturas com isolados de A. marginale conservam a
identidade antigénica das MSPs tal como determinado pelo peso molecular e sequéncia da
MSP1a (Barbet et al., 1999). MSP1, MSP2, MSP4 e MSP5 mostram ter um valor importante no
desenvolvimento de testes de diagndstico e vacinas para a anaplasmose. A presenga das MSP
nas culturas infetadas com A. marginale sugerem que estas podem servir de fonte de A.
marginal com importancia para aplicagdo em pesquisa (Barbet et al., 1999).

Mais recentemente Munderloh et al. (2004) demonstrou a infegao e propagagédo de A.
marginale em células endoteliais de bovinos, o que podera oferecer novas oportunidades para
o estudo das interagdes entre hospedeiros vertebrados e agentes patogénicos (Kocan et al.,
2010).

1.2.1.1. Meios de cultura para as células de carragas

O meio de cultura varia consoante a linhagem de células. A maior parte das
linhagens crescem num meio basal composto parcialmente ou somente por meio Leibovitz’s L-
15, suplementado com caldo de triptose fosfato (TPB), sérum fetal bovino (SFT) e por vezes
com sérum de albumina bovino (Kurtii et al., 1982). O sérum é o suplemento mais comum que
tem sido utilizado na formulagcdo dos meios para as culturas de célula para iniciar culturas de

vertebrados e invertebrados (Najm, 2012).

O meio L15 foi modificado pela adi¢do de minerais, vitaminas, aminoacidos, acido
cetoglutarico e glucose, que nao estéo presentes no meio L15. Este meio passou a ser referido
como L15B (Munderloh & Kurtti, 1985). A formulagdo dos meios de cultura L15 e L15B esta

descrita na tabela 4.

Através da utilizagdo de linhagens de células de carragas das espécies
Rhipicephalus appendiculatis e Rhipicephalus sanguineus, ambos os suplementos SFB e TPB
mostraram ser essenciais nas concentragées de 20 e 10%, respetivamente, para o crescimento
das células (Najm, 2012).
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Apesar da suplementagdo substancial dos meios, muitas das células crescem
devagar com tempos de duplicagdo da populagdo de cerca de quatro a sete dias e as sub-

culturas sé&o iniciadas habitualmente com uma densidade celular elevada (Kurtti et al., 1982).

Tabela 4: Formulagdo dos meios de cultura Leibovitz’s L15 e L15B para 100 mL

Meios
Componente L15 L15B
(Leibovitz, 1963) (Munderloh & Kurtti, 1989)

Meio L15 incompleto 70 mL -
Meio L15B incompleto - 85 mL
TPB 10 mL 10 mL
SFB 20 mL 10 mL
L-glutamina 200nM 1 mL 1mL
Lipoproteina bovina 10% em - 1mL
L15B
Penicilina (10000 Ul) e 1mL 1mL
Estreptomicina (10 mg/mL)

1.2.2. Linhagens de células de carragas disponiveis na atualidade

Em 2009 foi criado um Biobanco de Células de Carragas (“The Tick Cell Biobank”) que
pertence ao Institute of Infection and Global Health da Universidade de Liverpool com vista a
facilitar o desenvolvimento e compreensdo destes recursos. Além de ser um repositério de
todas as linhagens de células de ixodideos e argasideos existentes, este banco fornece
linhagens de células e programas de treino para investigadores em todo o mundo e concebe
novas culturas a partir de espécies de carracas que ainda nao estao na colegao. Atualmente
estdo disponiveis 63 linhagens de células que derivam de 18 espécies de ixodideos e
argasideos e dos mosquitos de areia Lutzomya longipapis e de Culicoides sonorensis (tabela
5) (Bell-Sakyi et al., 2018).

Independentemente da espécie e laboratério de origem, as linhagens de células de

carragas partilham caracteristicas, algumas das quais evidenciam as diferengas entre as
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linhagens de células de vertebrados e de insetos. Em particular, ambas sdo geneticamente e
fenotipicamente heterogéneas, sendo derivadas de multiplos individuos. A maior parte destas
culturas podem ser mantidas com mudangas semanais do meio durante varios meses ou anos.
Apesar da criopreservagao ser desafiante, as células de ixodideos podem ser congeladas e
descongeladas, mantendo-se viaveis depois de varios anos em nitrogénio liquido (Bell-Sakyie
et al., 2018).

Tabela 5: Linhagens de células de carragas atualmente disponiveis no Biobanco de Células de
Carragas (Adaptado de Bell-Sakyi et al., 2018)

Espécie de carraga Origem geografica Linhagem
Amblyomma americanum USA AAE2, AAE12
Amblyomma variegatum Southern Africa AVL/CTVM13, AVL/
CTVM17
Carios capensis USA CCEl, CCE2
Dermacentor albipictus USA DALBE3
Dermacentor andersoni USA DAE1S5, DAE100T
Dermacentor nitens USA ANESS
Dermacentor variabilis USA DVEI1
Hyalomma anatolicum India HAE/CTVMS, HAE/CTVM9
Ixodes ricinus UK IRE/CTVM19, IRE/CTVM20
Germany IRE11
Ixodes scapularis USA IDE2, IDES, ISE6, ISE18
Ornithodoros moubata East Africa OME/CTVM21, OME/
CTVM22, OME/CTVM24,
OME/CTVM27
Rhipicephalus East Africa RA243, RA257
appendiculatus
Kenya RAE25, RAE/CTVM1, RAN/
CTVM3
Rhipicephalus decoloratus Kenya BDE/CTVM14, BDE/
CTVM16
Rhipicephalus evertsi South Africa REE/CTVM28, REE/
CTVM29, REE/CTVM31,
REN/CTVM32
Rhipicephalus microplus Mexico BmVII-SCC
Costa Rica BME/CTVM2, BME/CTVM4
Colombia BME/CTVMS5, BME/CTVM6
Mozambique BME/CTVM23, BME/
CTVM30
Rhipicephalus sanguineus USA RSES, RML-RSE, RML-15
sensu lato
France RSE/PILS35

1.2.3. Vantagens das culturas de células de carragas

Os sistemas de cultura em células de carragas tém sido utilizados em varios estudos,
para analises morfologicas, genéticas, protedmicas e estudos diferenciais entre isolados,
permitindo a comparacdo entre as células dos hospedeiros e dos vetores. Constituem por isso
uma nova abordagem para melhor entender as relagdes entre os agentes patogénicos e as
células das carragas (Passos, 2012).

A compreensdo do processo de invasdo e desenvolvimento de A. marginale nas

culturas de células foi necessaria antes da realizagdo de estudos de varios tratamentos, tais
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como o efeito dos anticorpos neutralizantes nos agentes quimioterapicos (Blouin & Kocan,
1998).

O desenvolvimento continuado e a constante reinfecdo nos sistemas de culturas de
células infetadas com A. marginale fornece um sistema que permite o acompanhamento do
progresso da infegdo e do desenvolvimento em qualquer altura. A definicdo da morfologia e
desenvolvimento de A. marginal nas culturas de células pode fornecer informagbes sobre a
biologia da bactéria no vetor. Além disso, fornece também um meio de estudo em que podem
ser avaliados os efeitos imunolégicos e outros agentes do desenvolvimento (Blouin & Kocan,
1998). A. marginale pode ser utilizada em sistemas de linhagens de células como material
antigénico, testes de diagndstico ou para ensaios de imunizagdo. As preparag¢des de antigénios
sdo Uteis como ferramentas de diagnostico, podendo ser aplicadas em testes de diagnostico

como por exemplo nos testes IFl, ELISA, CF. (Baéta, 2015).

A disponibilidade de culturas de isolados, particularmente isolados de campo, pode

melhorar o uso de sistemas de cultura com uma fonte de antigénios (Blouin et al., 2000).

Com a disponibilidade de ferramentas genémicas, as linhagens de células de carragas
tém ganho cada vez mais importancia nos estudos in vivo de carragas e doengas transmitidas
por estas, ja que a transformacgéo genética e o silenciamento de genes utilizando RNA tém-se

tornado uma rotina (Bell-Sakyi et al., 2007).

Importante referir que estes sistemas contribuem para a redugéo do uso de animais de
experimentacdo, uma vez que que permitem a produgdo de grandes quantidades de material
antigénico sem o uso de sistemas especificos in vivo (Passos, 2012).
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2. Materiais e Métodos

Este estudo compreendeu duas metodologias para o isolamento e propagacdo de A.
marginale em culturas in vitro de linhagens de células embrionarias de carragas: a partir de
sangue e a partir de carragas recolhidas em dois bezerros, Vaca e Gordo (figura 8), infetados
experimentalmente com as estirpes AmRio1 e AmRio2 de A. marginale. Estas estirpes foram
isoladas por Baéta et al. (2015), sendo obtidas através de sangue recolhido de bovinos
naturalmente infetados com A. marginale pertencentes a Universidade. Estes animais s&o
mantidos para estudos no Laboratério de Doengas Parasitarias (LDP) da UFRRJ, em

condicdes aprovadas pelo Comité de Etica da Universidade.

Figura 8: Bezerros utilizados no estudo (Esquerda: Vaca: Direita: Gordo).

Os bezerros Vaca e Gordo, infetados experimentalmente com as estirpes AMRio1 e
AmRio2 de A. marginale, pertencem ao LDP como animais dadores de sangue para estudo. No
dia em que se realizou a colheita de sangue dos animais, apenas o bezerro Gordo apresentava
sintomatologia associada a anaplasmose. O animal apresentava as mucosas oral e ocular

palidas, como mostra a figura 9.
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Figura 9: Mucosas palidas do bezerro Gordo. A) Mucosa oral B) Mucosa ocular

As linhagens de células embrionarias das carracas sdo mantidas em frascos de cultura
de 25 cm?. Foi utilizada uma linhagem de células de carragas para a realizagdo do estudo
provenientes de embrides de Ixodes scapularis, IDE8 (tabela 6), que apesar de ndo ser vetor
biolégico de A. marginale, permite o desenvolvimento desta (Blouin & Kocan, 1998). A
linhagem IDE8 disponivel no LDP pertence ao Biobanco de Células de Carragas, gentilmente
cedidas pela Dra. Leslie Bell-Sakyi (provenientes do Institute of Infection and Global Health da
Universidade de Liverpool) para a realizagdo de diversos estudos no laboratério. Esta € uma
linhagem continua de células embrionarias da espécie Ixodes scapularis que foi estabelecida
em 1994 e é mantida em meio L15B, com pH préximo de 7,2 e com a suplementagao descrita
na tabela 4 (Bastos et al., 2007). Nao foram usados antibiéticos nas culturas pois estes podem
interferir na invasao inicial, bem como na propagagéo dos organismos de células em célula
(Cory et al., 1974).

Os frascos de células IDE8 nado infetadas sdo mantidos no laboratério, em estufa, a
34°C. Sao realizadas sub-culturas das células quando atingem uma densidade celular elevada
de aproximadamente 5 x 10° células por mL (Blouin et al, 2000). O meio é trocado
semanalmente, o que permite a adesao e multiplicagdo das células para o seu dobro, em trés a
cinco dias (Munderloh et al., 1996).

O acompanhamento do desenvolvimento das células é realizado a partir da
visualizagéo direta das culturas em microscopio o6tico invertido (Olympus®) (figura 10). Todos
os procedimentos sdo realizados em camara de fluxo para evitar contaminagéo e garantir a

maior assepsia possivel dos materiais utilizados.
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Tabela 6: Linhagem de células de carragas utilizadas no estudo

Linhagem de Espéciede | Meiode | Temperatura Origem Instar Referéncia
células de carraca cultura de incubacgao
carraga
IDES8 Ixodes L15B 30°C Estados Embrido | Munderloh et
scapularis Unidos da al., 1994
Ameérica

I

L B

Figura 10: A) Microscopio 6tico invertido B) Células IDES8 visualizadas em microscépio

2.1. Isolamento e propagacao a partir de amostras de sangue

invertido

As amostras de sangue dos animais usados para o estudo (bezerros Gordo e Vaca)

recolhidas da veia jugular, a vacuo, em sistema vacuntainer® com Acido Etilenodiamino Tetra-

Acético (EDTA). No momento de colheita, apenas o bezerro Gordo apresentava sintomatologia

clinica. O bezerro Vaca nado apresentavam sintomatologia clinica, provavelmente devido a

apresentar baixa parasitémia.

Na tentativa de isolamento e propagacdo de A. marginale a partir de amostras de

sangue, foram realizadas trés técnicas distintas, descritas seguidamente.
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2.1.1. Técnicas de isolamento de A. marginale
2.1.1.1. Cultura em células IDES8 a partir da técnica de lise de eritrécitos

Esta técnica foi realizada segundo a metodologia descrita por Blouin et al. (2000) para
o isolamento de A. marginale, com as modificagbes descritas de seguida. A amostra de sangue
para a realizacao desta técnica pertence ao bezerro Vaca.

A amostra de sangue foi colocada num tubo que foi centrifugado durante dez minutos a
582 G. Apds centrifugagéo, as células brancas sdo removidas com o auxilio de uma pipeta de
Pasteur e os eritrocitos sdo lavados com tampéao fosfato salino (PBS) e centrifugados mais
duas vezes a velocidade e tempo descritos anteriormente. Apds a ultima centrifugagéo, o
sobrenadante é desprezado e o “pellet’ formado é ressuspenso em criotubos na proporgéo 1:1

em meio Leibovitz's - L15B com DMSO a 10%. Os criotubos s&o congelados a -80°C.

Quarenta e oito horas depois, os tubos sdo descongelados em banho-maria a 37°C.
S&o ressuspensos em meio Leibovitz’s - L15B e centrifugados durante dez minutos a 5241 G.
O “pellet” formado apds centrifugagdo € ressuspenso em meio Leibovitz's-L15B com acido
hidroxietil piperazinoetanossulfonico (HEPES). A amostra & inoculada em frascos de 25 cm?

contendo células IDES8 e incubados a 34°C (figura 11A).

2.1.1.2. Cultura em células IDES8 a partir da técnica das células brancas

Para a realizagdo desta metodologia foi utilizada uma amostra de sangue do bezerro

Vaca.

A amostra de sangue recolhida é colocada num tubo onde é adicionado PBS. O tubo é
centrifugado durante dez minutos, a 582 G. Apods a centrifugagao, retira-se o sobrenadante e a
capa leucocitaria € removida com o auxilio de uma pipeta de Pasteur e colocada num novo
tubo. Nesse tubo, sdo adicionados 9 mL de agua ultra pura e 1mL de HBSS (Hanks’s Balanced

Salt Solution), este ultimo adicionado com o objetivo de restabelecer a osmolaridade.

O tubo é centrifugado durante 8 minutos a 327 G. Apos centrifugagdo, o sobrenadante
€ descartado e o “pellet” formado é ressuspenso em meio Leibovitz’'s-L15B com HEPES e

colocado em frascos com células IDES8 (figura 11B) e colocados na estufa a 37°C.

2.1.1.3. Cultura em células IDE8 a partir da técnica utilizando Histopaque®

A amostra de sangue recolhida para a realizacdo desta metodologia pertence ao

bezerro Gordo. Esta metodologia foi realizada segundo a metodologia descrita por Blouin et al.
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(2000) para o isolamento de A. marginale, com as modificagdes descritas seguidamente e

adotadas pelo LDP como técnica de rotina.

O sangue é colocado num tubo, onde ¢ adicionado HBSS até perfazer 10 mL. O tubo é
centrifugado durante dez minutos a 327 G. Apds a centrifugagéo, o sobrenadante é descartado
utilizando uma pipeta de Pasteur e sdo adicionados mais 3 mL de HBSS e homogeneiza-se. O
conteudo desse tubo € adicionado, muito lentamente, a um tubo com 3 mL de Histopaque®. O
tubo é centrifugado durante vinte minutos a 1746 G. O Histopaque® é uma solugao de
polissacarose e diatrizoato de sddio que tem o objetivo de separar as densidades celulares,
separando os eritrécitos das células mononucleadas. Desta forma, apds centrifugagao, obtém-
se os eritrécitos no fundo do tubo e a camada de células mononucleares suspensas. Com uma
pipeta de Pasteur é retirada a camada de células mononucleadas para um novo tubo e sdo
adicionados 10 mL de HBSS. Este tubo € centrifugado durante sete minutos a 436 G. Apds
centrifugagdo, o sobrenadante é desprezado, adicionam-se 5 mL de HBSS e realiza-se nova
centrifugagdo durante cinco minutos, a 436 G. No final desta centrifugagéo, o sobrenadante é
descartado e o pellet obtido é ressuspenso em meio L15B com HEPES e colocado em frascos

com células IDES (figura 11C). Os frascos sao colocados na estufa a 372C.

Figura 11: Culturas em células IDE8 A) Técnica da lise dos eritrocitos B) Técnica das células

brancas C) Técnica utilizando Histopaque®

2.1.2. Monitorizagao das culturas infetadas

Os frascos inoculados sao incubados na estufa a 37°C e a primeira troca de meio é
realizada 24 horas apés a inoculagdo, retirando-se todo o meio. As trocas subsequentes s&o
realizadas semanalmente, retirando cerca de 60% de meio para o isolamento de A. marginale
(Munderloh et al., 1994).

A medida que as células comegam a ser infetadas pelas bactérias, observa-se um
destacamento das células da parede dos frascos, visivel por exame visual direto das paredes.
Assim, as células infetadas ficam em suspensao no meio de cultura, sendo possivel, através da
realizagdo das laminas cito-centrifugadas, visualizar as células infetadas em microscopio e

desta forma acompanhar a infegdo. Estas laminas sdo obtidas através de amostras das
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culturas de IDES8, pela centrifugagéo durante cinco minutos em Citospin® de cerca de 50 pL de
suspensdo das células. As laminas sdo fixadas durante cinco minutos com metanol, coradas

durante vinte e cinco minutos com Giemsa a 10% e observadas no microscopio 6tico (1000x).

Quando as células atingem a confluéncia com formagao de uma monocamada na
parede dos frascos, realizam-se sub-culturas destas para outros frascos de cultura. As sub-
culturas sao realizadas quando a monocamada corresponde a uma densidade celular de
aproximadamente 5 x 10° células por mL (Blouin et al., 2000). As sub-culturas s&o realizadas
retirando-se cerca de 500 pL da cultura e ressuspendendo-se em novos frascos de células
IDE8, com meio L15B com HEPES. Desta forma é possivel propagar a cultura inicial ou

primaria.
2.1.3. Extracdo de DNA e amplificagdao por PCR

A partir de amostras das culturas de IDES8 inoculadas, é possivel fazer extracdo de
DNA e seguida amplificagdo por PCR para confirmar o agente responsavel pela infe¢do das
células (Bastos et al., 2009).

O DNA é extraido a partir de 300 uL da cultura utilizando o Wizard Genomic DNA

Purification Kit (Promega, Madison, WI, USA), segundo as instrugdes do fabricante.

Foi realizada semi-nested PCR em que os produtos amplificados na primeira reagéo de
PCR séo utilizados para uma segunda reagao, aumentando assim a sensibilidade do teste. Foi
utilizado o gene msp5 como primer uma vez que este é altamente conservado entre os

diferentes isolados de A. marginale (Lis, 2014).

Os controlos negativos utilizados foram duas amostras de agua destilada: uma
colocada durante a preparagado dos reagentes dentro da cAmara de fluxo e outra colocada fora
da camara de fluxo. O controlo positivo para a amplificagdo do gene msp5 foi DNA pertencente

a um animal naturalmente infetado com A. marginale.

A mistura para a primeira reagdo compreendeu 2 puL de Deoxinucleétido Trifosfato
(dNTP), 5 uL de tampao, 1,5 uL de cloreto der magnésio, 12,3 uL de agua ultra-pura, 1 uL de
primers e 0,2 uL de Taq polimerase. Foi adicionado no final 3 uL da amostra de DNA,
perfazendo um total de 25 pL de volume final. Para a segunda reagéo, foram usados 2 uL de
dNTP, 5 uL de tampéo, 1,5 uL de cloreto der magnésio, 13,3 uL de agua ultra-pura, 1 uL de
primers e 0,2 uL de Taq polimerase e no final foram adicionados 2 uL do amplificado obtido na

primeira reagao (tabela 7).

A amplificagdo foi realizada na BioRad T100°C Thermal Cycler, segundo as condi¢des
descritas seguidamente: desnaturagéo inicial durante cinco minutos a 94°C seguida de trinta e
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quatro ciclos de desnaturagdo durante um minuto a 94°C, anelamento durante um minuto a

58°C e extensdo durante um minuto a 72°C, com uma extensédo final a 72°C durante dez
minutos (figura 12).

Apo6s amplificagado, o resultado foi separado por eletroforese em agarose a 1% durante

cinquenta minutos a 75 Volts, corado com brometo e visualizado em luz ultra-violeta.

Tabela 7: Volume dos reagentes para as reagdes PCR

Reagentes 12 Reacdo | 22 Reacédo
Agua ultra-
12,3 uL 13,3 uL
pura
Tampéo 5uL 5uL
Cloreto de
o 1,5 uL 1,5 uL
Magnésio
dNTPs 2 uL 2 uL
Primers 1uL 1uL
Taq
. 0,2 uL 0,2 uL
polimerase
Amostra de - ol
DNA : :
Total 25 uL 25 uL
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Name: MSPS Time remaining: 2:30:30 Volume: 25 pl

Figura 12: Ciclo das rea¢des PCR na BioRad T100°C Thermal Cycler

2.2. Isolamento e propagacao a partir de carragas

As carracas utilizadas nesta metodologia para isolamento e propagacdo de A.
marginale foram recolhidas no bezerro Gordo, diretamente da cabega e dorso do animal, com o

auxilio de uma pinga.

Apos colheita, as carragas sdo guardadas numa caixa de Petri (figura 13) e mantidas

em jejum, na estufa a 37°C, durante quatro dias.

As metodologias de lavagem, macerado e isolamento em frascos de culturas com

células IDES8 descritas em seguida sdo adaptadas das descritas por Yunker & Meibos (1979).

Figura 13: Carracgas recolhidas do bezerro Gordo e armazenadas numa caixa de Petri
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2.2.1. Lavagem das carragas

Antes de iniciar o isolamento em frascos de cultura de células IDE8, as carragas séo

lavadas em camara de fluxo para esterilizagdo das suas superficies.

As carracas sao lavadas em varias etapas, em que cada uma das etapas tem a
duragéo de um minuto: lavagem com alcool a 70%; com hipoclorito de sodio; com clorohexidina
e no final com agua ultrapura estéril com adigdo de 1 mL penicilina 100 Ul/mL e estreptomicina
1 ng/mL e com 0,5 mL do antifungico anfotericina B.

2.2.2. Macerado das carracas e isolamento em frascos de cultura com células
IDES8

Apés a lavagem das dez carragas recolhidas, estas sdo divididas em trés copos de
Becker diferentes. A cada copo é adicionado 2 mL de meio de cultura L15B com HEPES. E
realizado o macerado através do esmagamento das carragas com o auxilio de um émbolo de
uma seringa de vidro. Apés o esmagamento, retiram-se 2 mL da parte liquida do macerado,
desprezando as partes sélidas, e coloca-se em frascos de cultura com células IDES,
enumerando-se os frascos de um a trés (figura 14). A estes frascos adicionam-se 2 mL de meio
L15B com HEPES. Os frascos s&o colocados na estufa a 37°C (Yunker & Meibos, 1979).

A primeira troca do meio de cultura é realizada vinte e quatro horas depois, retirando-se
todo o meio. As mudangas de meio subsequentes sao realizadas duas vezes por semana,

retirando-se aproximadamente 60% do meio de cultura (Munderloh et al., 1994).
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Figura 14: Culturas em células IDES8 a partir do macerado das carragas recolhida

2.2.3. Monitorizagao das culturas de macerado

A semelhanca das culturas a partir de sangue, os frascos sdo incubados na estufa a
34°C e a primeira troca de meio é realizada 24 horas apés a inoculagéo, retirando-se todo o

meio. As trocas subsequentes s&o realizadas semanalmente, retirando cerca de 60% de meio.

O controlo da infegado é realizado de acordo com o descrito para as culturas a partir de

sangue.

2.2.4. Extracao de DNA e amplificagao por PCR

A partir de amostras das culturas de IDE8 inoculadas a partir do macerado das
carragas, € possivel fazer extragao de DNA seguida de amplificagéo por PCR, para confirmar o
agente responsavel pela infegdo das células IDES.

A extragdo de DNA e a seguida amplificagdo por PCR ¢ idéntica a descrita

anteriormente para as culturas obtidas através de sangue.
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3. Resultados

3.1. Isolamento e propagacao a partir de amostras de sangue
3.1.1. Cultura em células IDES8 a partir da técnica de lise de eritrocitos

Apos quinze dias de cultura realizou-se a primeira lamina cito-centrifugada a partir da
cultura dos frascos de cultura da técnica de isolamento a partir da lise de eritrécitos. Nesta

[Amina n&o foram visualizadas formas suspeitas no interior das células IDES.

Nestes frascos verificou-se um destacamento das células da parede dos frascos, que é
um sinal de infecdo das células da cultura. Apenas aos setenta e cinco dias de cultura foi

possivel visualizar inclusdes suspeitas no interior das células IDES8. Visualizaram-se mérulas no

interior das células IDES8 (figura 15).

Figura 15: LAmina cito-centrifugada da cultura com setenta e cinco dias. As setas indicam as

morulas presentes no interior das células IDES.

3.1.2. Cultura em células IDES8 a partir da técnica das células brancas

Nos frascos onde se realizou a técnica a partir das células brancas, nao se observou
destacamento das células da parede dos frascos de cultura pelo que nao tera havido infegédo
das células.
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3.1.3. Cultura em células IDES8 a partir da técnica com Histopaque®

Apods sete dias de cultura, a partir de Iaminas cito-centrifugadas, foram visualizadas no
interior das células IDE8 algumas inclusdes suspeitas (figura 16). Nesta lamina foi possivel

visualizar eritrocitos remanescentes, nos quais se observava A. marginal.

Apds quinze dias, as células IDE8 apresentavam algumas inclusdes suspeitas (Figura
17). Aos vinte e cinco dias de cultura, algumas das células IDE8 apresentavam-se
vacuolizadas, observando-se vacuolos no interior das células contendo coldnias suspeitas
(figura 18). Aos frinta e cinco dias de cultura, visualizou-se o crescimento de colonias nas
células IDES8. Aos quarenta e cinco dias, as células IDE8 apresentavam colénias de bactérias
de grandes dimensdes que provocaram compressao e deslocagdo do nucleo das células
(figura 19A). A formacgéo das colonias foi seguida do rompimento das membranas vacuolares,

libertando as bactérias para o meio de cultura figura (19B).

&

20pm

Figura 16: LAmina cito-centrifugada da cultura com sete dias. A seta preta indica as inclusées
suspeitas no interior das células IDES e a seta azul indica A. marginale no interior dos

eritrocitos remanescentes
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Figura 17: Lamina cito-centrifugada da cultura com quinze dias. A seta preta indica as

inclusdes suspeitas no interior das células IDE8

Figura 18: Lamina cito-centrifugada da cultura com vinte e cinco dias. A seta preta indica os

vacuolos no interior das células IDE8
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Figura 19: Lamina cito-centrifugada da cultura com quarenta e cinco dias. A) A seta preta

indica as coldnias de bactérias com compressao do nucleo das células IDES8 (seta vermelha) B)

A seta indica as bactérias soltas na cultura apds rotura dos vacuolos

3.1.4. Resultados da amplificagao do DNA extraido as culturas por PCR

A partir de amostras das culturas de IDES8 inoculadas extraiu-se DNA e de seguida

amplificou-se por PCR para confirmar o agente responsavel pela infe¢cdo das células.

Foi realizado PCR a amostras de DNA recolhidas dos frascos das culturas de IDE8
inoculadas a partir da técnica de lise de eritrécitos e a partir da técnica com Histopaque®. Os
frascos resultantes da tentativa de isolamento de A. marginale recorrendo a técnica de células
brancas ndo apresentaram resultados e por esse motivo, ndo foi realizada extragao de DNA e

amplificagéo por PCR.

3.1.4.1. Resultados do PCR da cultura obtida pela técnica da lise de eritrécitos

A extragdo de DNA do frasco da cultura inoculada resultante da técnica de lise de
eritrocitos, foi realizada trinta dias apds a cultura, juntamente com a amostra do sangue do

bezerro Vaca.

O resultado para a presenga A. marginale através do gene msp5 foi negativo para a
amostra da cultura inoculada e positivo para o sangue do animal. Na eletroforese sao visiveis

varias bandas referentes ao peso molecular (PM), controlo positivo e negativo, amostra de
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sangue e amostra proveniente da cultura, sendo o resultado positivo demonstrado pelo
aparecimento de uma banda, como demonstra a figura 20.

Figura 20: Resultado da eletroforese obtida através das reagdes de PCR. Legenda: PM —
peso molecular; Co* - controlo positivo; Co™- controlo negativo; S — amostra de sangue; C —

amostra da cultura

3.1.4.2. Resultados do PCR da cultura obtida pela técnica com Histopaque®

A extracdo de DNA do frasco da cultura inoculada resultante da técnica com Histopaque® foi
realizada quarenta e cinco dias apdés a cultura, juntamente com a amostra do sangue do
bezerro Gordo. O resultado para a presenga A. marginale através do gene msp5 foi positivo
para a amostra da cultura inoculada e positivo para o sangue do animal. Os resultados da
eletroforese apresentam-se na figura 21, confirmando-se ser positivo através do aparecimento
de bandas nas culturas (C', C2 e C%) e no sangue (S).

44



PM Co* C* C* C S Co

Figura 21: Resultado da eletroforese obtida através das reagdes de PCR. Legenda: PM —
peso molecular; Co* - controlo positivo; C' , C?, C3 — amostras da cultura; S — amostra de

sangue; Co — controlo negativo

3.2. Isolamento e propagacao a partir de carragas

Quarenta e oito horas apos o isolamento o frasco 2 apresentou um destacamento total
das células da parede, o que podera ter sido provocado pela reagcao das células IDE8 ao
macerado. Nesse frasco, foi repetido o procedimento de centrifugagcdo e ressuspensdo em
meio L15 com HEPES num novo frasco de células IDE8. Os restantes frascos apresentaram

as células aderentes a parede dos frascos.

Sete dias apds o isolamento foi observavel no frasco 3 algum destacamento das
células. Realizou-se uma lamina cito-centrifugada (figura 22), onde foram observadas células

vacuolizadas com algumas inclusdes suspeitas.

Nas laminas cito-centrifugadas realizadas nas semanas seguintes, ndo foram
visualizadas alteragdes significativas, para além das ja observadas no frasco 3 sete dias apds o

isolamento.

Sessenta dias apds o isolamento observou-se um maior destacamento das células no
frasco 3. Na lamina cito-centrifugada realizada com uma amostra retirada deste frasco, foram

observadas algumas coldnias suspeitas (figura 23).
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Figura 22: Lamina cito-centrifugada da cultura do frasco 3 sete dias apds o isolamento. A seta

indica as inclusdes suspeitas no interior das células IDE8

Figura 23: Lamina cito-centrifugada da cultura do frasco 3 sessenta dias apds o isolamento. As

setas indicam coldnias suspeitas no interior das células IDE8
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Figura 24: Lamina cito-centrifugada da cultura do frasco 3 cem dias apos o isolamento. As
setas indicam coldnias suspeitas no interior das células IDE8

3.2.1. Resultados da amplificagdo do DNA extraido as culturas por PCR

O unico frasco de cultura onde se verificou presenga de infegéo foi no frasco 3, onde se
verificou destacamento de células da parede dos frascos. Para se verificar que a infegao das
células da cultura deste fraco foi provocada por A. marginal, foi realizada extragdo de DNA. A
extragdo de DNA do frasco da cultura de carragas foi realizada setenta e cinco ap6és a cultura,
juntamente com a amostra do sangue do bezerro Gordo e as amostras das culturas obtidas

através da técnica de Histopaque®. Os resultados da eletroforese apresentam-se na figura 25.

O resultado para a presenga A. marginale através do gene msp5 foi negativo para a
amostra da cultura de carragas e positivo para o sangue do animal, bem como para a técnica

com Histopaque®, ja demonstrado na figura 21.
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Figura 25: Resultado da eletroforese obtida através das reagdes de PCR. Legenda: PM —
peso molecular; Co* - controlo positivo; C' , C?, C® — amostras da cultura obtida através da
técnica de isolamento a partir de sangue através da técnica com Histopaque®; S — amostra de

sangue; Ca — amostras das culturas de carragas; Co - controlo negativo
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4. Discussao

Num estudo realizado por Blouin & Kocan (1998), os autores verificaram que o ciclo de
vida de A. marginale em culturas de células é semelhante ao encontrado em carragas

naturalmente infetadas pela bactéria.

As fases do ciclo de vida de A. marginale foram verificadas nos frascos de cultura com
as técnicas da lise de eritrécitos e com técnica com Histopaque®. Na tentativa de isolamento a

partir de carragas, estas etapas foram também observadas.

A invasao das células IDE8 (células hospedeiras) inicia-se por uma adesao das formas
densas de A. marginale a membrana da célula. A adesado entre a bactéria e a membrana da
célula IDE8 aumenta e os organismos de A. marginale sao interiorizados na célula hospedeira,
formando um vacuolo parasitoforo. Neste vacuolo, A. marginale divide-se por fissdo binaria na
sua forma vegetativa. Formam-se entdo colénias que contém milhares de bactérias.
Posteriormente, a membrana das colénias funde-se com a membrana plasmatica das células
hospedeiras, havendo rotura deste complexo com libertacdo de bactérias para o meio de
cultura, sem que haja perda de citoplasma. As bactérias livres no meio de cultura iniciam assim
um novo ciclo de infegdo, infetando outras células IDES8, resultando na formagdo de mais
colénias. Pensa-se que a forma infetante € a forma densa de A. marginale (Blouin & Kocan,
1998).

O mecanismo de entrada de A. marginal nas células de carragas por endocitose e a
saida por um processo que envolve a fusdo das membranas dos vacuolos e da célula
hospedeira parece ser um mecanismo controlado pela célula e pelo parasita, sugerindo uma
molécula de adesdo na superficie de A. marginale reconhecida pelo recetor de células
hospedeiras. Suspeita-se que a bactéria possua proteinas de superficie Unicas que estdo
envolvidas na entrada, em adicdo as MSPs conhecidas, que se conservam nas culturas
provenientes de eritrocitos. O mecanismo pelo qual Anaplasma sp. sai da célula hospedeira
permite a sua libertagdo sem danos nas células IDE8 e a fusdo entre o vacuolo com a
membrana da célula IDE8 previne a perda de citoplasma. Este mecanismo pode ocorrer em
carragas naturalmente infetadas e pode permitir elevados niveis de infecdo nas carragas, sem

alteragbes patoldgicas (Blouin & Kocan, 1998).

4.1. Isolamento e propagac¢ao a partir de amostras de sangue

O isolamento foi apenas possivel com a técnica de lise de eritrocitos e com a técnica
com Histopaque®. Na técnica das células brancas nao foi observada infe¢cdo das células IDES,

0 que era expectavel uma vez que o unico local conhecido de infe¢cdo de A. marginale sao os
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eritrécitos (Kocan et al., 2003). Assim, nesta técnica onde se separam as células brancas, era

expectavel que nao fosse possivel isolar A. marginale.

Nos frascos de cultura em que se utilizou a técnica de lise de eritrocitos, a primeira
detecdo da infecdo foi observada com a formacdo de vacuolos parasitéforos aos setenta e
cinco dias de cultura, enquanto que, com a técnica com Histopaque®, estes foram observados
aos vinte e cinco dias de cultura. Apenas com a técnica com Histopaque® foi observavel rotura
das coldnias com libertacdo das bactérias para o meio de cultura. Para ambas as técnicas, o
tempo até a primeira dete¢cdo em Iaminas cito-centrifugadas foi consideravelmente superior ao
registado em estudos ja realizados, em que o periodo de detegdo variou entre oito e trinta e
quatro dias (Munderloh et al, 1996; Blouin et al., 2000; Bastos et al., 2009). Apesar do periodo
até a primeira visualizagdo ter sido mais longo, as coldénias desenvolveram-se de forma

semelhante as descritas nesses estudos.

Foi realizado PCR a uma amostra da cultura dos frascos referentes a técnica da lise de
eritrocitos e a uma amostra de sangue do bezerro Vaca. O resultado da PCR foi negativo para
a amostra da cultura e positivo para a amostra de sangue (figura 20). O resultado negativo da
cultura podera ter ocorrido porque o nivel de parasitémia do animal & baixo e por isso A.
marginale nao foi detetavel por PCR. Por outro lado, este resultado pode também ser explicado
por uma possivel extracdo de DNA da amostra da cultura que nao foi realizada de forma
correta, ndo tendo sido extraida quantidade suficiente de DNA da cultura que fosse detetavel
por PCR.

Para a técnica com Histopaque®, foi realizado PCR a uma amostra da cultura e a uma
amostra de sangue do bezerro Gordo. O resultado da PCR foi positivo para ambas as
amostras, sendo possivel confirmar que a bactéria isolada nas culturas obtidas com esta

técnica se trata de A. marginale.

O expectavel seria que a Unica técnica possivel de isolamento de A. marginal fosse a
técnica da lise de eritrécitos, uma vez que este é o Unico local conhecido de infecdo de A.
marginale (Kocan et al., 2003). Esta técnica permite a lise dos eritrocitos, libertando as
bactérias do interior dos eritrocitos para que desta forma possam invadir as células
hospedeiras. Contudo, apesar de ter sido observavel aos setenta e cinco dias vacuolos no
interior das células IDE8 (figura 15), ndo é possivel garantir, com certeza, que se trate de
isolamento de A. marginale uma vez que o resultado de PCR da amostra de DNA extraido da
cultura foi negativo para A. marginale.

A técnica em que se conseguiu obter isolamento de A. marginale com maior sucesso e
com confirmagéo por PCR foi com a técnica com Histopaque®. Este resultado é controverso,
uma vez que o Histopaque® é uma solugdo de polissacarose e diatrizoato de sédio que

separa, por densidades, as células mononucleadas dos eritrocitos e € comumente utilizada em
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laboratério para o isolamento de organismos provenientes de células brancas (Aguiar et al.,
2008).

Uma explicacdo para se ter obtido sucesso no isolamento de A. marginale com esta
técnica podera ter sido o facto do Histopaque® néo ter funcionado na realizagdo da técnica e
ndo ter separado as células mononucleadas dos eritrécitos. Assim, a bactéria podera ter

conseguido desenvolver-se nos eritrocitos.

4.2. Isolamento e propagacao de A. marginale a partir de carragas

As metodologias realizadas para o isolamento de A. marginale a partir de carracas
(lavagem, macerado e isolamento) s&do idénticas as descritas para a realizagdo de culturas
primarias e estabelecimento de linhagens celulares de carragas. Enquanto na formagéo de
uma cultura primaria o objetivo é estabelecer uma nova linhagem celular através da formagao
de uma camada de células confluentes e passiveis de nova cultura nova, neste estudo utilizou-
se a linhagem IDES8 para isolar e propagar A. marginale proveniente das carragas recolhidas a

animais experimentalmente infetados pela bactéria (Baéta, 2015).

Dos trés frascos de culturas obtidas através do isolamento através do macerado das
carragas recolhidas ao bezerro Gordo, apenas foi verificado destacamento das células IDE8 da
parede do frasco 3. Apods sete dias da realizagédo da técnica, as laminas cito-centrifugadas de
amostras das culturas deste frasco mostraram inclusdes suspeitas. Aos sessenta dias,
verificou-se a presencga de coldnias suspeitas. As etapas do ciclo de desenvolvimento descrito
por Blouin & Kocan (1998) foram também verificadas nesta cultura, em semelhanga as culturas

obtidas através do sangue pelas técnicas de lise de eritrocitos e com Histopaque®.

Aos sessenta dias de cultura, foi retirada uma amostra do frasco 3 — frasco que
demonstrou sinais de infecdo, com o destacamento das células da parede do frasco e
presenca de coldnias nas laminas citocentrifugadas - e foi realizado PCR. O PCR foi realizado
para verificar se as coldnias visualizadas em lamina se tratavam de colénias de A. marginale.,
isto &, as cadeias de DNA corresponderem a A. marginale. O resultado da PCR foi negativo
para a amostra. O facto do resultado do PCR das amostras de carragas ser negativo a A.
marginale pode ser explicado pelo facto das carragas recolhidas do animal nao estarem
infetadas pela bactéria — as carragas poderdo nao ter realizado a sua refeicdo de sangue
infetado antes da sua colheita, ndo se apresentando por isso infetadas pela bactéria. Outra
explicacdo para estes resultados pode ser um reduzido nivel de parasitémia, pelo que nao foi
detetavel por PCR.
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Em adigcdo, a cultura obtida através do isolamento do macerado de carragas tinha setenta e
cinco dias aquando da realizagdo do PCR, pelo que podera néo ter sido tempo suficiente para

o desenvolvimento de A. marginale no interior das células em quantidades detetaveis por PCR.

5. Conclusao

A linhagem de células embrionarias de carragcas da espécie Ixodes scapularis IDE8
mostrou-se efetiva para o isolamento, cultura e propagagdo de A. marginale, tendo-se
cumprido o principal objetivo deste trabalho. Foi possivel isolar e propagar A. marginale nesta
linhagem através de diferentes metodologias: a partir do sangue e a partir de carragas

recolhidas de animais experimentalmente infetados por A. marginale.

Através dos procedimentos de rotina do LDP, foi possivel manter as linhagens de
células embrionarias a partir de culturas primarias e utiliza-las na realizacdo deste estudo, com

Sucesso.

A realizagdo destas metodologias para isolamento e propagacdo de A. marginale
providenciam um meio para o estudo do ciclo biolégico da bactéria na auséncia de resposta
imune dos hospedeiros, permitindo uma melhor compreensdo da interacdo entre o vetor
(carraga) e o agente patogénico (A. marginale). Através da observagio das fases do ciclo de
vida de A. marginale nos frascos de cultura, foi possivel compreender essa interagdo e cumprir

assim um dos objetivos deste trabalho.

Este tipo de estudos permite ainda a reducdo na utilizagdo de animais para a
realizagdo de ensaios experimentais. Segundo Lis (2014), linhagens celulares infetadas sao
uma notavel fonte de bactérias uma vez que permitem a replicagdo das bactérias em titulos

elevados num curto periodo de tempo.

Em adigao, este tipo de sistemas de células in vitro constitui uma boa fonte de material
antigénico, o que permite o desenvolvimento de vacinas e métodos de diagndstico,
principalmente nas regides onde a anaplasmose € uma doenga endémica. Constitui também
um modelo de estudos, tanto para andlises moleculares, genéticas, celulares, quanto para a

comparacao entre estudos in vivo e in vitro (Passos, 2012).

Por fim, este trabalho permitiu também a implementagao de normas de seguranga em

laboratério, essenciais para o sucesso das metodologias realizadas.
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