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RESUMO

Anaplasma marginale é um patdgeno transmitido por vetores que causa uma doenca
conhecida como anaplasmose. Até o0 momento, ndo ha genomas sequenciados de cepas
brasileiras disponiveis. O objetivo deste trabalho foi comparar genomas completos de cepas
brasileiras de A. marginale (Palmeira e Jaboticabal) com genomas de cepas de outras regides
(cepas norte-americanas e australianas). O sequenciamento do genoma foi realizado por
sequenciamento de alto rendimento. As reads foram mapeadas utilizando o genoma da cepa
Florida de A. marginale como uma sequéncia de referéncia. A identificacdo de polimorfismos
de nucleotideo Unico (SNPs) e insercdes/delecdes (INDELs) foi realizada. Os dados
mostraram diferencas significativas entre as duas cepas brasileiras, e sua comparagdo com as
cepas norte-americanas (Florida e St. Maries) revelou mais diferencas de nucleotideos do que
com as cepas australianas (Gypsy Plains e Dawn). Esses resultados lancam luz sobre a
historia evolutiva de A. marginale e fornecem a primeira informacdo genémica de isolados
da América do Sul. Avaliar sequéncias dos genomas de cepas de diferentes regides é

essencial para aumentar o conhecimento do pangenoma desta rickettsia.

Palavras-chave: Rickettsiales, Anaplasmataceae, SNPs, INDELS, Sequenciamento de alto

rendimento, genoma.
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ABSTRACT

Anaplasma marginale is a vector-borne pathogen that causes a disease known as
anaplasmosis. To date, there are no sequenced genomes of Brazilian strains available. The
aim of this work was to compare whole genomes of Brazilian strains of A. marginale
(Palmeira and Jaboticabal) with genomes of strains from other regions (North-American and
Australian strains). Genome sequencing was performed by next-generation sequencing.
Reads were mapped using the genome of the Florida strain of A. marginale as a reference
sequence. Identification of single nucleotide polymorphisms (SNPs) and insertions/deletions
(INDELs) was performed. Data showed significant differences between the two Brazilian
strains, and their comparison with North-American strains (Florida and St. Maries) revealed
more nucleotide differences than with Australian strains (Gypsy Plains and Dawn). These
results shed light into the evolutionary history of A. marginale and provide the first genome
information of South American isolates. Assessing sequences of the genomes of strains from

different regions is essential to increase knowledge of the pan-genome of this rickettsia.

Keywords: Rickettsiales, Anaplasmataceae, SNPs, INDELs, Next-Generation sequencing,

genome.
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LISTA DE ABREVIACOES
bp — base pair (pares de base)
CDs - Coding DNA sequence (Sequéncia de DNA codificante)
CELISA - Ensaio Imunoenzimético de competicdo
DMSO - Dimethyl sulfoxide (Dimetilsulfoxido)
DNA — Acido desoxirribonucleico
ELISA — Ensaio Imunoenzimatico
EUA — Estados Unidos da América
FC — Teste de Fixacdo do Complemento
FDA - Food and Drug Administration
IM - Via Intramuscular
INDELSs — Insertions and Deletions (Insercoes e Delecdes)
IPVDF - Instituto de Pesquisas Veterinarias Desidério Finamor
KDa - Kilodalton
MAPA — Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
mg/Kg — miligrama por kilograma

MIC — Minimum Inhibitory Concentration (Concentragéo Inibitoria Minima)
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MSPs — Major Surface Proteins (Proteinas de Superficie Principais)

NCBI — National Center for Biotechnology Information (Centro Nacional de Informacéo

Biotecnoldgica).

NGS — Next-generation sequencing (Sequenciamento de proxima geracao)
OIE - Organizacao Internacional de Epizootias

ORF - Open Reading Frame (Fase de Leitura Aberta)

pb — pares de base

PCR - Reacdo em Cadeia da Polimerase

pg — parcial genes (genes parciais)

RIFI — Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta

rRNA — Acido Ribonucleico Ribossomal

RS - Rio Grande do Sul

RT-PCR — Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real

SNPs — Single Nucleotide Polimorphism (Polimorfismo de Nucleotideo Unico)
TAC — Teste de Aglutinagdo em Cartao

TPB — Tristeza Parasitaria Bovina

tRNA — Acido ribonucleico transportador
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UPGMA - Unweighted Pair Group Method With Arithmetic Mean (Método de grupos de

pares ndo ponderados com media aritmética)

USS$ - Délar dos Estados Unidos

USA — United States of America (Estados Unidos da América)

UTR - Untranslated region (Regido nao codificante)
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1.1 Introducéo

Anaplasma marginale é uma bactéria intracelular obrigatéria da ordem Rickettsiales,
familia Anaplasmataceae (1) (figura 1), que causa uma enfermidade conhecida como
anaplasmose. Patogenos relacionados na ordem Rickettsiales incluem aqueles que causam
doengas emergentes transmitidas por carrapatos, tais como a Anaplasmose Granulocitica
Humana (Anaplasma phagocytophilum) e Erliquiose Monocitica Humana (Ehrlichia
chaffeensis), bem como de doencas estabelecidas, como a Pericardite Africana (Ehrlichia
ruminantium), a Febre Maculosa do Mediterraneo (Rickettsia conorii) (2), e a Febre

Maculosa Brasileira (Rickettsia rickettsii) (Figura 2).

Figura 1: Eritrécitos bovinos infectados com Anaplasma marginale. (A) Os
corpusculos de incluséo estdo localizados na periferia do eritrécito em uma lamina de sangue
corada. (B) Uma micrografia eletronica de uma inclusdo de A. marginale que contém cinco

organismos. A, barra = 10 mm; B, barra = 0,5 mm. Fonte: Kocan et al., 2004 (3).

A anaplasmose é um dos principais entraves a producdo de gado em muitos paises
(1). A anaplasmose pode causar serios problemas de salde para os bovinos, resultando em
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perda estimada de US$ 300 milhdes por ano nos Estados Unidos (4). O custo de um caso
clinico de anaplasmose nos Estados Unidos foi estimado em mais de US$ 400 por animal
(5,6). Juntamente com os protozodarios Babesia bovis e Babesia bigemina, A. marginale é
responsavel por causar um complexo conjunto de sinais nos bovinos conhecido como
Tristeza Parasitaria Bovina (TPB). No Brasil o carrapato dos bovinos Rhipicephalus
(Boophilus) microplus € incriminado como o principal vetor da TPB. Segundo Suarez & Noh
(7) estes patdgenos em conjunto sdo responsaveis por causar a doenca de maior prevaléncia
e gue acarreta 0s maiores prejuizos no rebanho, considerando as doencas causadas por

carrapatos no mundo todo.

—  Anaplasma marginale
100

100 Anaplasma centrale
100 — Antaplasma phagocytophilum
Ehrlichia ruminantium
100
—  Ehrlichia canis
-2 971

e Ehrlichia chaffeensis
100

Wolbachia pipientis

Neorickettsia helminthoeca

—— Rickeltsia prowazekii

w—RicKettsia conorii

— 001 substitutions/site

Figura 2: Filograma de membros selecionados da ordem Rickettsiales. Filograma foi
construido por PAUP versdo 4.0b usando o método de neighbor-joining. Sdo indicados
valores de bootstrap para 1000 repeticdes. Sequéncias de 16S rRNA foram utilizados para
construir o filograma. Fonte: Brayton et al., 2005 (2).

O complexo TPB, com seus agentes, constitui um dos principais fatores limitantes

para 0 melhoramento da produtividade da bovinocultura em areas tropicais e subtropicais do
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mundo (8). As estimativas existentes apontam grandes perdas, traduzidas por mortalidade,
diminuicdo na produgdo de carne e leite e custos indiretos com medidas profilaticas e de
tratamento dos animais. No Brasil, R. (B.) microplus causa perdas econdmicas significativas,
estimadas em 3,24 bilhdes de dolares anuais, de acordo com a atualizacéo realizada por Grisi
etal. (9), baseada nos dados de Grisi et al. (10) e do MAPA (11). Em 1984, os danos causados
por R. (B). microplus eram de um bilh&o de dodlares, sendo cerca de 260 milhdes de dolares
por prejuizos causados pela TPB (11).

No Rio Grande do Sul a TPB também ¢é responsavel por causar grandes prejuizos.
Mais da metade (54 %) dos produtores rurais gatichos indicam o complexo “carrapato/TPB”
como a principal e mais comum doenca em seus rebanhos. Também, 70% dos seguros de
mortes de bovinos no RS sdo pagos devido a mortes por TPB, que é a principal causa de
atendimento clinico veterinario e principal causa infecciosa de mortalidade em bovinos no
estado (IPVDF, dados ndo publicados).

Um trabalho realizado por Vieira & Severo (12) em uma cooperativa do noroeste do
estado do Rio Grande do Sul com 2.700 produtores de leite, abrangendo um total de 40.000
animais das ragas Holandesa e Jersey, avaliou o impacto econémico da TPB nessa regido
durante quatro anos (janeiro de 2000 a dezembro de 2003). As perdas estimadas com a
ocorréncia de 2.714 casos clinicos de TPB nas propriedades estudadas atingiram um
montante de US$ 246.718,24, tendo sido calculados os gastos com atendimentos clinicos,
medicamentos e perdas na producéo lactea.

As perdas conjuntas por babesiose e anaplasmose em rebanhos leiteiros de regides
infestadas pelo carrapato R. (B.) microplus na Argentina foram objeto de estudos de Spéth et

al. (13), os quais diagnosticaram uma incidéncia clinica anual de 6,5 %. Isso produziu uma
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perda de 8 % na producdo; 94,4 % destas perdas estiveram relacionadas a perdas fisicas
(mortalidade, 86,9 %; abortos, 0,2 %; perdas em producdo, 0,4 %; retardo na concepc¢ao, 4,2
%), engquanto que o custo com o controle ultrapassou 5,6 %.

A anaplasmose esta atualmente classificada na lista B da Organizacdo Internacional
de Epizootias (OIE), no Codigo Sanitario dos Animais Terrestres, devido a sua importancia
socioecondmica e significancia em termos de restrigdes no comercio internacional de animais

e produtos de origem animal (14).

1.1.1 Hospedeiros vertebrados
A anaplasmose ocorre mais frequentemente em bovinos, mas outros ruminantes,
incluindo bdfalo de 4gua (Bubalus bubalis), bisdo americano (Bison bison), veados de cauda
branca (Odocoileus virginianus), veado-mula (Odocoileus hemionus hemionus), veado de
cauda negra (Odocoileus hemionus columbianus), alce das Montanhas Rochosas (Cervus
elaphus nelsoni) (1,15,16), girafa (Giraffa camelopardalis) (17,18), veado campeiro
(Ozotoceros bezoarticus) (19), veado-vira (Mazama gouazoubira) e cervo-do-pantanal

(Blastocerus dichotomus) podem ser infectados com A. marginale (20).

1.1.2 Sinais clinicos
Ristic (21) descreve formas leves, cronicas, agudas e hiperagudas de anaplasmose, de
acordo com a gravidade e duracdo da enfermidade. Este autor classificou a doenga como
geralmente leve em terneiros de até um ano de idade; aguda, mas raramente fatal, em bovinos
de até dois anos de idade; aguda e, ocasionalmente fatal, até os trés anos e, frequentemente,

hiperaguda e fatal em bovinos acima de trés anos. Os sintomas de anaplasmose aguda,
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geralmente, consistem de anemia, fraqueza, febre, constipacdo, ictericia, depresséo,

desidratacéo, aborto (22) e muitas vezes a morte dos animais (21).

1.1.3 Transmissio

A transmissdo de A. marginale pode ocorrer por trés metodos: transmissao biolégica,
mecénica ou transplacentaria. Na transmissdo bioldgica os eritrocitos infectados sdo
ingeridos por carrapatos e A. marginale replica dentro do intestino e glandulas salivares do
artropode vetor e é posteriormente transmitida via saliva do carrapato para ruminantes ndo
infectados. A transmissdo mecanica ocorre quando eritrocitos infectados sdo transferidos sem
multiplicacdo do agente para bovinos susceptiveis, ou seja, sem imunidade prévia, pela
picada de insetos hematdfagos ou fomites contaminados com sangue, incluindo agulhas e
instrumentos cirurgicos. Na transmissdo transplacentaria os eritrocitos infectados passam
através da placenta no utero de vacas infectadas para os seus descendentes (18).

Cerca de 20 espécies de carrapatos foram incriminadas como vetores em todo o
mundo (1,3,23,24). A transmissdo por carrapatos pode ocorrer a partir de estadio para estadio
(interestadial ou transestadial) ou dentro de um estadio (intraestadial), enquanto que néo foi
demonstrada a transmissdo transovariana de uma geracdo de carrapatos para outra (25).
Conforme reviséo feita por Kocan et al. (3), a transmisséo de A. marginale para bovinos por
carrapatos foi confirmada nas espécies R. (B.) annulatus, R. (B.) calcaratus, R. (B.)
decoloratus, R. (B.) microplus, R. bursa, R. evertsi, R. sanguineus, R. simus, Dermacentor
albipictus, D. andersoni, D. hunteri, D. occidentalis, D. variabilis, Hyalomma rufipes, Ixodes
ricinus, I. scapularis e Argas persicus. A transmissdo de A. marginale por carrapatos de um

hospedeiro pode ser explicada devido a mobilidade dos instares ndo adultos e dos machos. O
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habito gregario dos bovinos, com frequentes contatos fisicos, principalmente entre mae e
filho e animais em atividade sexual, facilita a passagem dos artropodos de um bovino para
outro (26).

A transmissdo mecanica ocorre com frequéncia via fomites contaminados com
sangue, incluindo agulhas, serras de descorna, alicates de nariz, instrumentos de tatuagem,
dispositivos de marcacéo de orelha e instrumentos de castragéo. A transmissao mecanica foi
relatada em dipteros hematéfagos do género Tabanus, Stomoxys, e Varias espécies de
mosquito (1,24,27,28). Recentemente, Scoles et al. (29) forneceu evidéncias de que a cepa
Florida de A. marginale ndo seja transmissivel por carrapatos, e sua transmissdo foi mais
eficiente no aparelho bucal das moscas do que a cepa St. Maries, que é transmissivel por
carrapatos. Esta forma de transmissdo mecanica é provavelmente a principal via de
disseminacdo de A. marginale em certas areas dos Estados Unidos, América Central,
América do Sul e Africa, onde carrapatos vetores estdo ausentes (1,24,27) e onde R. (B.)
microplus, o carrapato dos bovinos tropicais, parece nao ser um vetor biol6gico competente
do agente (1,30,31).

A transmissdo vertical da cepa Virginia de A. marginale foi demonstrada
experimentalmente em uma de duas vacas expostas durante o segundo ou terceiro trimestre
de gestacdo, mas ndo durante o primeiro (18,32). Em um estudo na Africa do Sul, uma
incidéncia de 15,6% na transmissao in utero de A. centrale ou A. marginale foi relatada entre
77 terneiros nascidos de vacas esplenectomizadas e intactas (que ndo sofreram
esplenectomia), cronicamente infectadas ou submetidas a reagdes primarias durante o
primeiro, segundo ou terceiro trimestre de gestacao (18,33). A transmisséo transplacentaria

também foi verificada em 32 de 37 terneiros nascidos de vacas que foram afetadas com
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anaplasmose clinica, confirmada em laboratorio, nos Gltimos dois meses de gestacdo. Todas
as vacas recuperaram-se apds um tratamento durante cinco dias com 22 mg/kg de tetraciclina
(18,34). No Brasil, um estudo realizado com 30 vacas soropositivas para A. marginale por
Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) demonstrou que 63,3% delas eram positivas
para o agente pela Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e que 6,7% dos seus terneiros
eram portadores do agente, representando taxa de transmissdo transplacentéria de 10,5%

(35).

1.1.4 Ciclo de vida

Eritrocitos sdo o unico local conhecido de infecgdo de A. marginale em bovinos.
Dentro de eritrocitos de bovinos formam-se inclusbes ligadas a membrana (também
chamados corpusculos iniciais) que contém entre quatro a oito rickettsias, sendo que 70% ou
mais dos eritrécitos podem ser parasitados durante a infec¢do aguda (1,21,36). O periodo de
incubacdo da infeccdo (periodo pré-patente) varia de acordo com a dose infecciosa entre 7 a
60 dias, com uma média de 28 dias (1). Apds o inicio da parasitemia, 0 numero de eritrdcitos
parasitados aumenta geometricamente. Eritrocitos infectados sdo posteriormente fagocitados
por células do sistema reticuloendotelial dos bovinos, resultando no desenvolvimento de
anemia leve a grave e ictericia sem hemoglobinemia e hemoglobindria. Os bovinos que
sobrevivem a infeccdo aguda desenvolvem infec¢des persistentes caracterizadas por baixo
nivel de parasitemia ciclica (1,37-39).

O ciclo de desenvolvimento de A. marginale em carrapatos é complexo e coordenado
com o ciclo de alimentacdo do carrapato (1,40-42). Eritrocitos infectados ingeridos pelos

carrapatos com a refeicdo de sangue fornecem a fonte de infec¢do por A. marginale para as
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células do intestino de carrapatos. Apds o desenvolvimento do patdgeno nas células do
intestino, muitos outros tecidos do carrapato sdo infectados, inclusive as glandulas salivares,
local a partir do qual A. marginale é transmitido para os bovinos durante a alimentacao
(1,3,40,43). Em cada local de infec¢do em carrapatos, A. marginale se desenvolve dentro de
vacuolos ligados & membrana, também chamados de coldnias (3). A primeira forma de A.
marginale vista dentro da colbnia é a forma reticulada (vegetativa), que se divide por fissdo
binéria, formando grandes coldnias que podem conter centenas de organismos. A forma
reticulada altera-se em seguida para a forma densa, a qual representa a forma infecciosa e
que pode sobreviver fora das células hospedeiras por um periodo limitado de tempo (1). Um
esquema do ciclo de vida de A. marginale em bovinos e carrapatos esta representado na figura

3.
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Figura 3: Esquema do ciclo de desenvolvimento de A. marginale em bovinos e

carrapatos. Fonte: Modificado de Kocan et al., 2003 (4).

1.1.5 Distribuicédo geografica

A anaplasmose bovina ocorre em areas tropicais e subtropicais de todo o0 mundo. A

anaplasmose é enzodtica em todos o0s paises latino-americanos, com excecdo de areas

deserticas e algumas cadeias de montanhas, como os Andes (44). Nos EUA, a anaplasmose
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é enzooGtica em todos os estados do sul do Atlantico, da Costa do Golfo, e varios do Centro-
Oeste e estados ocidentais (45). No entanto, a anaplasmose tem sido relatada em quase todos
os estados dos EUA. As taxas de soroprevaléncia de A. marginale variam amplamente entre
0s paises das Américas e a variabilidade dessas taxas contribui para o desenvolvimento das
regides geogréficas de estabilidade enzoottica, uma condi¢do que implica uma alta incidéncia
do organismo em bovinos, mas raramente a ocorréncia de doenga clinica (46). Na Europa, A.
marginale é encontrada principalmente nos paises do mediterraneo, onde infeccGes foram
descritas em bovinos e espécies selvagens variadas (47). A anaplasmose bovina também é
endémica em regides da Asia e da Africa. Alguns autores afirmam que a distribuicdo da
anaplasmose pode alterar-se em parte como resultado de um potencial aquecimento global,
em decorréncia do movimento dos carrapatos hospedeiros (48).

O conceito de "estabilidade enzodtica", onde a taxa de transmisséo é suficiente para
imunizar a maioria dos terneiros sensiveis antes da perda da imunidade materna, tem sido um
conceito epidemiolégico aceito por décadas. O nivel de imunidade do rebanho € geralmente
medido por técnicas soroldgicas (nivel de anticorpos) e expressa em termos de taxa de
inoculacdo, que é a probabilidade que qualquer animal do rebanho ir& contrair a infeccéo. A
uma taxa de inoculacdo de 0,005, 0 minimo necessario para a manutencdo da estabilidade
enzodtica, pelo menos 75% do rebanho deve ter sido infectado com a idade de nove meses.
Taxas de inoculagéo entre 0,0002 e 0,005 estdo associadas com alta incidéncia de infecgdes
primarias entre bovinos mais suscetiveis (mais de nove meses de idade), caracterizando
instabilidade enzodtica (49). Na medida em que a taxa de transmisséo depende inteiramente

da populacdo de vetores, a instabilidade enzooética pode ocorrer quando essa populagédo
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diminuir devido a fatores climaticos ou de gestdo, tais como tratamento para diminuir as

populagdes dos vetores (49).

1.1.6 Diagnostico

O diagnostico da anaplasmose bovina pode ser feito pela visualizacdo de A.
marginale em esfregacos de sangue corados com Giemsa e outras preparagdes a partir de
animais clinicamente infectados, durante a fase aguda da doenca. Ele ndo é recomendado
para a deteccdo de animais pré-sintomaticos ou crénicos devido a sua baixa sensibilidade.
Nos casos crbnicos a infeccdo pode ser confirmada por métodos de deteccdo molecular.
Vérios testes soroldgicos tém sido empregados para estudos epidemioldgicos: teste de
fixagdo do complemento (FC), ensaio de aglutinacéo capilar, teste de aglutinagdo em cartéo
(TAC), a Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), bem como varios ensaios
imunoenzimaticos (ELISA). Os dois testes sorolégicos atualmente mais indicados para
identificar animais infectados sédo a ELISA de competicdo (CELISA) e o TAC (50). Testes
baseados na deteccdo de acidos nucleicos (PCR), também tém sido desenvolvidos, pois sdo
capazes de detectar a presenca de infeccdo de baixo nivel em animais portadores e carrapatos

vetores (18).

1.1.7 Tratamento e profilaxia
No Brasil, para o tratamento da anaplasmose, trés drogas sdo geralmente utilizadas:
oxitetraciclina, dipropionato de imidocarb e enrofloxacina. A oxitetraciclina & amplamente
utilizada no Brasil, sendo ainda 0 medicamento de elei¢do para o tratamento da anaplasmose,

por sua acdo rapida e consideravel efeito residual (51). Gotze et al. (52) comprovaram a
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eficiéncia da oxitetraciclina, na dose de 20 mg/Kg, na recuperacdo do quadro clinico da
anaplasmose bovina em vacas leiteiras em producdo. A terapia antimicrobiana é dirigida para
a quimioprofilaxia (geralmente usada em animais aparentemente saudaveis durante o periodo
de contato com o vetor para limitar os efeitos clinicos da infec¢do) e no tratamento da
anaplasmose clinica (em animais doentes). O tratamento ndo elimina com seguranca
infeccOes persistentes e existem poucas evidéncias de que ele impeca os bovinos de se
tornarem infectados com A. marginale (18). Nos EUA, ha apenas dois compostos aprovados
para uso contra A. marginale, a oxitetraciclina e a clortetraciclina. As tetraciclinas sao
antibiodticos bacteriostaticos que inibem a sintese de proteinas por ligacdo reversivel com
subunidades ribossomais 30S de organismos suscetiveis (53). A atividade bacteriostatica das
tetraciclinas esta associada com a inibi¢do da sintese de proteinas, e parece ser dependente
do tempo em que as concentragdes de droga permanecem acima da concentracao inibitéria
minima (MIC) para o organismo alvo (54). Coetzee et al. (55) constataram que a
oxitetraciclina produz pequenas mudangas na estrutura de A. marginale e € rickettsiostatica.
Portanto, uma resposta imune competente do hospedeiro seria necessaria para a eliminacao
do patdgeno.

A administracdo de tetraciclina é acompanhada por desvantagens de custo, periodos
de descarte de carne e leite e o risco de desenvolvimento de resisténcia de A. marginale aos
antimicrobianos (18,56). Brayton et al. (2) relataram a existéncia de bombas de efluxo em A.
marginale, embora a resisténcia clinica a antibioticos ndo tenha sido relatada até agora
(18,57), por isso o significado clinico ou a repercusséo fisioldgica da atividade destas bombas

devem ainda ser analisados (18).
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A enrofloxacina é um antibidtico bactericida de largo espectro que afeta o
metabolismo do DNA bacteriano através das enzimas topoisomerase Il e IV. A
farmacocinética observada de enrofloxacina indica que altas concentragdes plasmaticas sao
alcancadas em um curto periodo de tempo (58). Facury-Filho et al. (59) concluiram que a
administracdo de uma dose Unica de enrofloxacina (7,5 mg/kg) foi eficaz para o tratamento
agudo da anaplasmose. A enrofloxacina foi mais eficaz do que a oxitetraciclina, devido ao
seu melhor controle da infeccéo rickettsial e recuperacédo clinica mais rapida.

O imidocarb € um derivado do carbanilide com atividade anti-protozoéarios. O modo
de acdo do imidocarb € incerto, embora tenham sido propostos dois mecanismos:
interferéncia com a producéo e/ou utilizacdo de poliaminas, ou a prevencdo da entrada de
inositol nos eritrocitos contendo o parasito (60). Roby & Mazzola (61) descobriram que duas
injecOes de dipropionato de imidocarb, na dose de 5 mg/kg, administradas com um intervalo
de 14 dias, eliminaram A. marginale de animais portadores. Em um segundo relato,
dipropionato de imidocarb administrado em duas doses de 5 mg/kg, com 7 dias de intervalo,
eliminou a infeccdo persistente em um entre quatro terneiros infectados (62).

As estratégias de profilaxia da anaplasmose envolvem basicamente o controle dos
vetores e o controle do agente, por imuniza¢des ou uso de quimioprofilaticos, baseados na
utilizacdo de drogas especificas contra os agentes causadores da doenca (63). Subdoses de
tetraciclina e imidocarb séo utilizadas na quimioprofilaxia. Tetraciclina € utilizadaem 2 a 4
aplicacdes em subdoses (2-4 mg/kg), pela via Intramuscular (IM), em intervalos de 21 em 21
dias. O imidocarb € empregado na dosagem de 1 a 2 mg/kg (64). As subdoses quimioterapicas
permitirdo ao animal adquirir a infeccdo sem sinais clinicos ou com sinais brandos, mas

podem favorecer o surgimento de microrganismos resistentes aos farmacos utilizados.
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Anaplasma marginale subsp. centrale foi a primeira vacina viva utilizada para
proteger contra uma doenca rickettsial e ainda estd em uso generalizado um século depois de
seu desenvolvimento (65). A. centrale foi isolado por Sir Arnold Theiler no inicio de 1900 e
é atualmente a cepa da vacina viva mais amplamente utilizada para o controle da anaplasmose
bovina (1,66). Theiler observou que A. centrale foi menos patogénica para os bovinos do que
A. marginale e que os bovinos infectados com A. centrale desenvolviam imunidade protetora
contra a infecgdo por A. marginale (65,66). Estes resultados levaram diretamente para o uso
deste organismo como uma vacina viva para prevenir a alta morbidade e mortalidade devido
a anaplasmose (65-67). Inicialmente implantado na Africa do Sul, 0 uso desta vacina viva se
propagou durante o século 20 para os paises tropicais e subtropicais, em toda a Africa e na
Asia, Australia e América Latina (incluindo o Brasil) e continua em uso (65,68). No Brasil,
0 uso de A. centrale como vacina foi e ainda é mais prevalente no Rio Grande do Sul. Na
Austrdlia, historicamente, cerca de um milh&o de doses da vacina séo utilizadas anualmente

(65,68).

1.1.8 Proteinas de Superficie Principais

As Proteinas de Superficie Principais (MSPs) desempenham um papel crucial na
interacdo de A. marginale com células do hospedeiro e, portanto, tém relagdo com a sua
capacidade para causar infecgdo. Seis MSPs foram identificadas em A. marginale infectando
eritrocitos bovinos (18,69) e demonstrou-se serem conservadas na fase de vida no interior de
carrapatos e culturas de celulas derivadas desses organismos (18,70). Trés destas MSPs,
nomeadamente MSP1a, MSP4 e MSP5, sdo codificadas por genes individuais e ndo variam

antigenicamente em cada cepa, enquanto as outras trés, MSP1b, MSP2 e MSP3, sdo
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codificadas por familias multigénicas e podem variar antigenicamente, principalmente em
bovinos persistentemente infectados (18,70).

A superfamilia msp2 contém 56 membros, incluindo 16 pseudogenes e a superfamilia
mspl contém nove membros (2). A superfamilia msp2 é construida em torno de msp2, msp3
e msp4. MSP2, MSP3, e MSP4 estdo presentes na membrana externa com dominios expostos
na superficie. Além disso, hé sete pseudogenes funcionais para msp2 e sete pseudogenes
funcionais para msp3 na cepa St. Maries (2). MSP4 é conservada entre cepas de Anaplasma
marginale, tanto em nivel de proteina quanto de DNA (71). Fazem parte da superfamilia
mspl os genes que codificam a proteina MSP1, um complexo heteromérico de superficie
exposta consistindo de MSP1a e MSP1b. MSP1a e MSP1b tém fungdes de adesinas em
corpusculos iniciais de A. marginale, provavelmente durante a invasdo de eritrdcitos (72). O
mspla € um gene de cOpia Unica e exibe diferencas entre as cepas causadas por sequéncias
variaveis e numero de unidades de repeticbes em tandem de 86-89 pb de comprimento.
MSP1b, por outro lado, € codificada por uma pequena familia (msp 1) de cinco genes, sendo
dois apresentando sequéncias de tamanho completo e trés parciais (73). Os genes parciais
podem ser pseudogenes funcionais que permitem a variacdo antigénica de MSP1b, mas isto
ainda n&o foi demonstrado (2).

As proteinas das superfamilias msp2 e mspl representam uma proporc¢ao significativa
das moléculas esperadas na superficie do organismo. MSP1, MSP2 e MSP3 sdo moléculas
imunodominantes contra as quais a maior parte da resposta imune do hospedeiro é
direcionada (74-77). A infeccdo persistente € mantida por meio de variagdo antigénica de
MSP2 e MSP3, permitindo que o organismo evada a resposta imune do hospedeiro. Brayton

et al., (78) demonstraram que existe comutacdo simultanea de variantes MSP2 e MSP3
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durante a infeccdo, e a capacidade destas duas moléculas para trabalhar em conjunto podem
servir para amplificar a diversidade antigénica do revestimento de superficie e aumentar o
repertorio utilizado para evadir a resposta imune do hospedeiro (2).

O gene msp5 é considerada uma boa ferramenta para a deteccdo molecular, devido
ao seu alto valor de conservagdo na espécie A. marginale. A MSP5 é uma proteina de 19-
kDa, altamente conservada, codificada por uma Unica copia do gene de 633 pb no genoma
de A. marginale. Ele tem sido utilizado em varios estudos de detecgdo utilizando diferentes

conjuntos de oligonucleotideos iniciadores (79,80).

1.1.9 Genomas

Com o sequenciamento e anotacdo do genoma completo de 1.197.687 pb da cepa St.
Maries de A. marginale, Brayton et al., (2) mostraram que o revestimento da superficie é
dominado pelas superfamilias mspl e msp2. Das 949 sequéncias codificantes (CDs)
anotadas, apenas 62 sdo previstas para serem proteinas da membrana externa, e destas, 49
pertencem a uma destas duas superfamilias. O genoma contém pseudogenes funcionais
incomuns que pertencem a superfamilia msp2 e desempenham um papel integral na variacao
antigénica do revestimento de superficie, e sdo, portanto, distintamente diferentes de
pseudogenes descritos como subprodutos da evolucao redutiva em outras Rickettsiales.

Dark et al., (81) determinaram a sequéncia completa do genoma da cepa Florida de
A. marginale, e as sequéncias quase completas de trés cepas adicionais (Puerto Rico, Virginia
e Mississipi) para analise comparativa com o genoma da cepa St. Maries. O genoma da cepa
Florida é composto por um unico cromossomo circular de 1.202.435 pb previsto para conter

942 CDs. A analise comparativa revelou que A. marginale tem um genoma de nucleo fechado
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com algumas regides altamente variaveis, que incluem os genes msp2 e msp3, assim como o
locus aaap. A comparagdo de vérias cepas de A. marginale sugere que estas bactérias
intracelulares tém taxas de retencdo de SNP mais varidveis do que previamente relatado, e
podem ter genomas de ndcleo fechado em resposta ao ambiente do organismo hospedeiro
e/ou evolucéo redutiva.

Herndon et al., (2010) sequenciaram o genoma de A. centrale e compararam com 0s
genomas de cepas virulentas de A. marginale stricto sensu. O genoma contém 1.206.806 pb
e ha 925 CDs, 19 pseudogenes, 37 genes tRNA, e um unico conjunto de genes rRNA no
genoma. A. centrale contém 10 genes putativos ndo encontrados nos genomas de cepas de A.
marginale. Da mesma forma, 18 genes encontrados em cepas de A. marginale estio ausentes
em A. centrale. Ao excluir os genes que ndo tém homdlogos na cepa vacinal e 0s genes
altamente variaveis msp2 e msp3, o numero de candidatos a antigenos vacinais é reduzido
para seis: quatro membros da superfamilia msp2 (msp4, Ompl1, Omp7 e Opag2) e dois ndo
membros de superfamilias (AM779/ACIS557 e AM854/ACIS486).

Dark et al., (82), utilizando sequenciamento de genoma de alto rendimento, definiram
o nivel de conservacdo dos diferentes membros da familia pfam01617 em dez cepas de A.
marginale dos EUA e também na cepa vacinal viva relacionada A. centrale. Estes dados
mostram maior nimero de SNPs em A. centrale quando comparado com todas as cepas de
A. marginale norte-americanas. Foi definido um catalogo de 19 antigenos conservados que
podem ser adequados para o0 desenvolvimento de uma vacina recombinante
multicomponente.

Pierlé et al., (83) relataram as primeiras sequéncias do genoma e analise comparativa

de cepas australianas que diferem na viruléncia e transmissibilidade. Os genomas das cepas
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Gypsy Plains (virulenta e transmitida por carrapatos) e Dawn (menos virulenta e nédo
transmissivel por carrapatos) com uma cobertura de 74x e 23x, respectivamente, foram
sequenciados. Uma lista de diferencas genéticas que segregam com o fendtipo foi avaliada
para a capacidade de distinguir a cepa atenuada a partir de cepas de campo virulentas. Um
INDEL de 1194 bp que abrangeu um gene inteiro, AM415, estava ausente na cepa Dawn,
mas presente na cepa Gypsy Plains. Dois grandes INDELSs intimamente posicionados foram
encontrados na cepa Dawn nas posi¢des 1090143-1090469 e 1090890-1091782, com 327 e
893 pb de comprimento, respectivamente. Na cepa Gypsy Plains um Gnico INDEL de 791
pb foi encontrado nesta regido entre as posi¢fes 1.091.010-1091800. Estes INDELs
englobam partes da fase de leitura aberta (ORF) de dois genes que codificam para as proteinas
da membrana externa relacionadas: omp8 e omp9. A analise de SNPs mostrou uma
impressionante reducdo da diversidade genética entre essas cepas, com 0 menor numero de
SNPs detectados entre quaisquer duas cepas de A. marginale. A comparacdo do genoma
completo entre as cepas Dawn, Gypsy Plains e St. Maries identificou 10.008 SNPs, sendo
que 195 dessas variantes foram Unicas da cepa Dawn ou Gypsy Plains. Noventa e sete SNPs
foram Unicos para a cepa Gypsy Plains, ao passo que 98 foram exclusivas para a cepa Dawn.
As andlises filogenéticas utilizando as cepas australianas revelaram uma maior distancia

evolutiva comparativamente as cepas sequenciadas anteriormente.

1.1.10 Marcadores Filogenéticos
As MSPs de A. marginale estdo envolvidas em interacfes do parasito com ambos
hospedeiros, vertebrados e invertebrados (2,3,47,70,84,85). Por isso, estes genes sdo

submetidos a pressbes seletivas exercidas pelos dois diferentes sistemas imunes dos
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hospedeiros (1). Em um estudo sobre a filogeografia de isolados de A. marginale do Novo
Mundo, de la Fuente et al. (86) utilizaram sequéncias dos genes mspla € msp4 de isolados
da Argentina, Brasil, México e Estados Unidos, sendo possivel averiguar que as sequéncias
de DNA e de aminoacidos deduzidas para MSP4 apresentaram variagdo suficiente para
detectar padrdes filogeograficos em larga escala. Estes resultados sugerem que msp4 é um
marcador Gtil para elucidar os padrfes filogeograficos e as relagBes filogenéticas entre
isolados de A. marginale. Em contraste com os resultados obtidos com msp4, as sequéncias
de DNA e de aminoacidos deduzidas de mspla falharam ao fornecer a resolucdo ou os
padroes filogeograficos de isolados de A. marginale. Apesar da falta de resolucdo
filogenética, os autores concluiram que mspla poderia ser um gene adequado para estes
estudos, mas estudos posteriores utilizando mspa deveriam incluir uma amostra de tamanho
maior de isolados de A. marginale a partir de uma area geografica menor do que o utilizado
no estudo. Cabe ressaltar que nesse estudo foram analisadas as sequéncias de apenas um
isolado brasileiro, oriundo de Minas Gerais. Em outro trabalho, de la Fuente et al. (87)
analisaram cepas de A. marginale de diferentes regides (América do Norte e do Sul, Europa,
Asia, Africa e Australia) utilizando sequéncias de repeticdes em tandem de MSP1a. Foram
caracterizadas 131 cepas de A. marginale com 79 sequéncias de repeticdo em tandem MSP1a.
Estes resultados confirmam a heterogeneidade genética de cepas de A. marginale nas regides
endémicas em todo o mundo. As anélises filogenéticas de sequéncias de repeticdo em tandem
de MSP1la nédo resultaram em grupos de acordo com a origem geogréafica das cepas de A.
marginale, mas 78% das sequéncias repetidas MSP1a estavam presentes em cepas de uma
mesma regido geografica. Significativas evidéncias para clusters contendo sequéncias das

cepas italianas, espanholas, chinesas, e sul-americanas foram demonstradas. As analises
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filogenéticas de sequéncias repetidas MSPla sugeriram coevolucdo da bactéria com
carrapatos e forneceram provas de mdaltiplas introducGes de linhagens de A. marginale de
diferentes localiza¢es geogréficas em todo o mundo.

Alamzén et al. (88), estudando um surto de anaplasmose em uma fazenda que fica
em uma area endémica no estado de Tamaulipas, no México, através da andlise das
sequéncias de msp4 e mspla, averiguaram que varios genotipos de A. marginale estéo
presentes em bovinos durante surtos de anaplasmose aguda. Desta forma, sugere-se que a
transmissao mecanica ou transmissdo bioldgica, por meio de eventos igualmente eficientes
de transmissdo independentes podem explicar a frequéncia dos genoétipos de A. marginale
em um rebanho bovino durante os surtos de anaplasmose bovina aguda em areas endémicas.

Ybariez et al. (89) realizaram o primeiro estudo de deteccdo molecular e
caracterizacdo de A. marginale em bovinos e R.(B.) microplus em Cebu, Filipinas, utilizando
cinco marcadores para analise filogenética (rRNA 16S, msp5, mspla, gItA e groEL).
Atualmente, a reconstrucdo de genealogias entre procariontes baseia-se principalmente na
analise comparativa das sequéncias de genes de rRNA 16S. A taxonomia e identificacéo
microbiana tém se beneficiado significativamente destes desenvolvimentos, ao ponto que a
classificacdo atual reflete suas relacGes genealdgicas (90). Apesar do fato de outros
marcadores funcionais conservados poderem proporcionar uma resolucdo taxonémica
semelhante ou mesmo superior (91), as bases de dados de genes de rRNA 16S/18S
(subunidade pequena, SSU) ultrapassam por uma ordem de magnitude qualquer outro gene
e abrangem a maior cobertura de sequéncias até mesmo em nivel de género (92). Métodos
moleculares baseados no operon do gene de choque térmico (groEL) sdo comumente

utilizados para a deteccdo de organismos do género Anaplasma. A groEL é uma chaperonina
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e pode ser encontrada em numerosas bactérias (93), apresentando a vantagem de ter mais
variacOes entre espécies do que o gene de rRNA 16S (89,94), completando a maioria dos
resultados das arvores filogenéticas criadas a partir de rRNA 16S (89,94,95).

Cabezas-Cruz et al. (96) propuseram uma nomenclatura para a classificagéo de cepas
de A. marginale baseada em MSP1la. Todas as repeticbes em tandem entre cepas de A.
marginale foram classificadas (figura 4) e a variabilidade e frequéncia dos aminoacidos em
cada posicdo foi determinada. A variagdo da sequéncia de epitopos de células B
imunodominantes foi determinada e a estrutura secundéaria (2D) das repeticdes em tandem
foi modelada. Um total de 224 diferentes cepas de A. marginale foram classificadas,
mostrando 11 genotipos com base no microssatélite 5’-UTR e 193 diferentes repeti¢des em
tandem com alta variabilidade de amino&cidos por posicdo. Os resultados desse trabalho
mostraram correlacdo filogenética entre sequéncias de MSPla, estrutura secundaria,
composic¢do de epitopos de células B e transmissibilidade das cepas de A. marginale por

carrapatos.

38



Accession No. /

syeadas
wapueyL oN

Strain Name Reference Tandem repeat structure
Argentina/Chaco/ - (. . T2, g2.1) DQess26s « [B|r|[r[B[B]r 7
Argentina/Chaco/ - (1. 11,102, 11,10, 15) DQ833266 T 11 | 10 | 10 [ 12 | 10 [ 15 7
Argentina/Chaco/ - (v. 22,13, 18) DQ833263 T 22 | 13 | 18 4
Argentina/Cordoba/ - (23. 24. 25, 26, 27?) DQ833261 23 | 24 | 25 | 26 | 27 l 27 ] 6
Argentina/Corrientes/ - (53. 10%) DQ833273 53 | 10 [ 10 3
Argentina/Corrientes/ - (48, 11, 10) DQ833274 48 | 11 | 10 3
Argentina/Corrientes/ - («, 49, 50, 51, 52) DQ833275 « | 49 | S0 | 51 | 52 ] S
Argentina/Corrientes/ - (a. B*) DQ833272 a B B B 4
Argentina/Entre Rios/ - (F. M%) DQ833249 F | M| M 3
Argentina/Mercedes/ - (23, 30, 31%) DQ833271 23 | 30 | 31 | 31 | 31 5
Argentina/Quitilipi/ - (28, 29. M. 29. M. F) DQ833270 28 |29 | M |29 | M F 6
Argentina/Salta/ G - (B2 M) AF428093 B | B | M 3
Argentina/Santa Fe/ - (a. % T) DQ833253 «a | B| B | B S
Argentina/Virasoro/E - (£,B.Q.B.C) AF428094 = B Q B 5
Australia/Northern Territory/] - (8) AF407542 8 1
Australia/Western Australia/E - (8) AF407545 8 1
Brazil/Minas Gerais/ B - (13,273) JX844209 13 | 27 | 27 | 27 4
Brazil/Minas Gerais/ C - (a. B.t. M) AY283199 « B T M 4
Brazil/Minas Gerais/ D - (72.62,61) IX844216 72 | 62 | 61 3
Brazil/Minas Gerais/ D - (C.F.N) AY283198 c F N 3
Brazil/Minas Gerais/ E - (13.159?) Bastos et 22010 13 | 159 | 159 3
Brazil/Minas Gerais/ E- (72.62.61) IX844210 72 | 62 | 61 3
Brazil/Minas Gerais/ E - (78. 242,25, 31) 1X844206 78 | 24 | 24 | 25 | 1 ] 3
Brazil/Minas Gerais/ E- (a.p* 13) JX844215 « B g | 13 4
Brazil/Minas Gerais/E- («. pLN) AY283200 « B B | N 4

Figura 4. Exemplos de classificacdo de cepas de A. marginale baseada em sequéncias e

numero de repeticdes em tandem da proteina MSP1a. Fonte: Cabezas-Cruz et al.(96).
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1.2 Justificativa

No Brasil, a vacina viva contra anaplasmose é produzida em escala experimental, ndo
atendendo a demanda existente nas cadeias produtivas de bovinos. No Rio Grande do Sul,
por ser uma area de instabilidade enzootica, onde a taxa de transmissao nédo é suficiente para
imunizar a maioria dos terneiros sensiveis antes da perda da imunidade materna em
determinadas épocas do ano, a demanda por vacinas é ainda maior. O Instituto de Pesquisas
Veterinarias Desidério Finamor (IPVDF), 6rgdo vinculado a Secretaria da Agricultura,
Pecuaria e Agronegdcio do Estado do RS produziu ha mais de vinte anos uma vacina viva a
base de A. centrale contra a anaplasmose bovina, a qual foi comercializada entre 1995 e 2010.
Entretanto, desde 2010 a vacina ndo é comercializada devido a restricdes do Ministério da
Agricultura para producdo de vacinas compostas por sangue de bovinos infectados,
demandando novas pesquisas para fornecer tecnologias alternativas. Nesse sentido, a geracao
de conhecimento sobre as cepas virulentas e avirulentas e a identificacdo de genes associados
a estes fendbmenos tem fundamental importancia. Surpreendentemente, ndo ha informacdes
sobre genomas de cepas brasileiras de A. marginale. Dessa forma, as informac@es existentes
sdo, na sua maior parte, oriundas de cepas de outros paises ou de trabalhos que fazem
classificacOes filogenéticas com base na sequéncia parcial de genes isolados. Para suprir esta
demanda e fornecer informac6es que gerem subsidios e conhecimento para novas tecnologias
de prevencdo da anaplasmose bovina é necessaria informagdo mais aprofundada sobre os
genes envolvidos no processo de viruléncia para as cepas locais e polimorfismos com
importancia regional. Até 0 momento, esta auséncia de informac6es nos dificulta aprofundar

a busca por outras alternativas, como vacinas recombinantes.
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Esta dissertacdo busca gerar as primeiras informacdes de genomas de isolados
brasileiros de A. marginale, o que tem impacto direto tanto em estudos basicos como
aplicados. Considerando o impacto causado pela anaplasmose bovina no estado do Rio
Grande do Sul, a indisponibilidade de vacinas comerciais e a auséncia de informagdes
abrangentes de gendmica sobre as amostras locais, este estudo pode langar novas bases
conceituais de pesquisa molecular, genética, epidemioldgica e imunoldgica para desenvolver
novas alternativas visando diminuir os prejuizos a producéo primaéria brasileira. Acreditamos
que este estudo vem ao encontro das politicas prioritarias para diminuir gargalos na producéo
primaria brasileira e acelerar o desenvolvimento. Cabe ressaltar a questdo estratégica da
realizacdo de tal estudo no Rio Grande do Sul, estado onde a anaplasmose bovina apresenta-
se com caracteristicas epidemioldgicas marcadamente diferentes das demais regides do
Brasil, com diversas regides de instabilidade enzodtica e altos indices de mortalidade por

essa enfermidade.
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1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo Geral

Realizar o sequenciamento e disponibilizar o genoma de cepas brasileiras de
Anaplasma marginale e compara-los com genomas j& sequenciados de cepas de outros

paises.

1.3.2 Objetivos Especificos
1.3.2.1 Sequenciar e anotar o genoma de cepas brasileiras de A. marginale.

1.3.2.2 Pesquisar polimorfismos (SNPs e INDELS) nos genomas das cepas brasileiras

comparando-0s com genomas de cepas referéncia de outros paises.
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3.1 Consideragdes Finais

A anaplasmose bovina tem sido um problema para a pecuaria brasileira
principalmente em areas de instabilidade enzo6tica, onde a manifestacéo clinica da doenca é
mais frequente, mas também nas areas livres de A. marginale, pois a comercializacdo de
bovinos dessas areas para areas endémicas se torna dificil devido a auséncia de imunidade
adquirida desses animais, o que dificulta o interesse dos produtores, especialmente com
relagcdo a animais reprodutores. Grande parte desse problema se deve ao fato de ndo existir
uma vacina comercial que confira uma imunidade eficaz contra cepas heterologas de A.
marginale que apresente niveis de biosseguranca adequados. Dessa forma, € importante o
desenvolvimento de uma nova vacina mais eficiente e segura. No entanto, antes disso sdo
necessarios mais conhecimentos basicos sobre quais genes/proteinas da riquétsia estdo
envolvidas com a resposta imune nos bovinos e qual a diversidade destas nas diferentes cepas
distribuidas ao redor do globo. Embora o conhecimento existente sobre essa bactéria que
causa tantos prejuizos a pecuaria mundial seja grande, ainda existem vérias lacunas a serem
preenchidas para que possamos desenvolver uma vacina eficiente. Uma dessas lacunas é o
conhecimento da diversidade genética de cepas de A. marginale. Uma maneira de estudar
essa diversidade € através do conhecimento e estudo do genoma de A. marginale e da
comparacao entre os genomas de diferentes cepas. Até o momento ndo tinhamos informacoes
sobre sequéncias do genoma de cepas de A. marginale sul-americanas. Com a difuséo e
disponibilizacdo das técnicas de sequenciamento de alto desempenho espera-se que essa
situagdo se altere e possamos em breve aumentar o conhecimento sobre a diversidade

gendmica da A. marginale.
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A descoberta de A. centrale por Theiler no inicio de 1900 proporcionou um grande
avanco na prevencéo da anaplasmose bovina. A cepa Israel de A. centrale foi propagada em
varios paises do hemisfério sul, incluindo o Brasil. Em nosso pais ela vem sendo utilizada
com sucesso, em escala experimental, h& mais de 50 anos e mantida por sucessivas passagens
em bovinos. Porém a vacina apresenta alguns limitantes como: (i) ser produzida a partir de
sangue de bovinos inoculados com A. centrale, o que representa um risco em termos de
transmissdo de outros microrganismos do bovino doador para os bovinos imunizados, (ii)
necessitar ser mantida criopreservada em nitrogénio liquido quando néo utilizada logo ap6s
sua producdo, (iii) a falta de conhecimento sobre o nivel de protegdo contra cepas heter6logas
de A. marginale sensu stricto de diferentes origens e viruléncia e (iv) por tratar-se de uma
vacina viva que utiliza uma subespécie naturalmente menos virulenta para bovinos, a
vacinagdo (infecgdo) com A. centrale pode provocar efeitos clinicos indesejaveis.

Esta dissertacdo apresenta os primeiros genomas das cepas da América do Sul de A.
marginale. Foi possivel determinar que genomas de duas cepas de A. marginale da América
do Sul (Palmeira e Jaboticabal) apresentaram maior diversidade entre elas do que ja havia
sido encontrado para cepas do mesmo pais. A analise do polimorfismo revelou uma maior
variacao nas cepas Palmeira e Jaboticabal em relag&o aos genomas de cepas norte-americanas
(Flérida e St. Maries) do que em relacdo aos genomas de cepas australianas (Gypsy Plains e
Dawn). Esses resultados sugerem, considerando a informacdo gendmica, que as cepas
brasileiras ndo seriam parte de um grupo americano juntamente com cepas norte-americanas
mas, pelo contrério, estdo mais relacionadas com as cepas australianas. Estes dados
contribuem para a compreenséo das relagdes evolutivas das cepas de A. marginale, e servirdo

de referéncia, juntamente com demais sequéncias para que possamos aumentar o
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conhecimento do pangenoma de A. marginale e de sua diversidade. Os avancos gerados com
esses estudos sdo subsidios tanto para 0 avanco da ciéncia bésica, como dao suporte para o
planejamento de pesquisas aplicadas e para tomada de decisdes referentes a projetos de
controle e prevencéo. Nesse contexto, espera-se que 0 conjunto dos dados desta dissertacéo
forneca ndo somente novos subsidios, mas também gere novas hipoteses, contribuindo no
avanco e compreensao dos fatores que determinam as peculiaridades evolutivas e biologicas

de A. marginale.
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