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Anaplasma marginale + sobrenadante da cultura + saponina (adjuvante);
Grupo 3: vacina com sobrenadante da cultura + saponina; Grupo 4:
solucdo salina + solucdo oleosa). Belo horizonte, 2010 ...........ccceeeevvieviieennens,
Comportamento dos valores médios da temperatura retal e do hematdcrito
na anaplasmose, induzida pela inoculacdo de corpusculos de Anaplasma
marginale (3 x 105) cepa UFMG2 (considerada de alta patogenicidade),
em bezerros HPB (n=20), com 6 meses de idade. (Grupo 1: vacina
contendo 3 x 109 corpusculos de Anaplasma marginale + adjuvante
oleoso; Grupo 2: vacina contendo 3 x 109 corptsculos de Anaplasma
marginale + sobrenadante da cultura + saponina (adjuvante); Grupo 3:
vacina com sobrenadante da cultura + saponina; Grupo 4: solugio salina +
solucdo oleosa). Belo horizonte, 2010 ...........cc.oooevviiiiiiiiiiieiieecieeeeeeee
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RESUMO

No presente trabalho, foram avaliadas vacinas inativadas de Anaplasma marginale (vacina
contendo 3 x 10° corpusculos de Anaplasma marginale + adjuvante oleoso, vacina contendo 3 x
10° corptsculos de Anaplasma marginale + sobrenadante da cultura + saponina (adjuvante) e
vacina com sobrenadante da cultura + saponina) juntamente com um grupo controle (solugéo
salina + solugdo oleosa) em 20 bezerros Holandeses (HPB) com seis meses de idade, frente a
desafio experimental com 3 x 10° corpusculos de Anaplasma marginale cepa UFMG2 (amostra
sem apéndice, considerada de alta patogenicidade). O método utilizado para a avaliagdo destas
vacinas foram soroconversdo, periodo de incubacgdo (PI), periodo de paténcia (PP) e periodo de
convalescenca (PC). Durante estes periodos foram avaliados os seguintes pardmetros clinicos:
freqliéncias cardiacas e respiratorias, temperatura retal, volume globular e parasitemia
(esfregaco de sangue e citometria de fluxo), assim como a correlagdo entre estas variaveis. Nao
ocorreu diferenca significativa (p>0,05) entre os grupos em relacdo ao PI, PP e PC assim como
nos parametros clinicos.

Palavras chave: Anaplasmose, vacina, parasitemia, hematdcrito, anemia, comportamento.

ABSTRACT

In the present work, inactivated vaccines of Anaplasma marginale were valued (vaccine
containing 3 x 10° corpuscles of Anaplasma marginale + oil adjuvante, vaccine containing
3 x 10° corpuscles of Anaplasma marginale + culture supernatant and saponin as an adjuvant
and vaccinates with culture supernatant + saponin together with a control group (saline solution
+ oil solution) in 20 calves (HPB) with six months of age, in front of experimental challenge
with 3 x 10° corpuscles of Anaplasma marginale sample UFMG2 (sample without appendix,
thought of rise pathogenicity). The method used for the evaluation of these vaccines they were
soroconvesion, incubation period (PI), patent period (PP) and period of convalescence (PC).
During these periods the next clinical parameters were valued: cardiac and respiratory
frequencies, retal temperature, rounded volume and parasitemia (smear of blood and flow
cytometry), as well as the correlation between these variables. There did not take place
significant difference (p> 0,05) between the groups regarding the PI, PP and PC as well as in the
clinical parameters.

Key words: Anaplasmosis, vaccine, parasitemia, hematocrit, anaemia, behaviour
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1. INTRODUCAO

A anaplasmose bovina constitui um dos
fatores sanitarios limitantes para a produgao
pecuaria mundial. Os prejuizos
determinados por Anaplasma spp. e por
outros  hemoparasitas, como Babesia
bigemina e Babesia bovis no Brasil, foram
estimados em R$ 500 milhdes/ano (Barros et
al., 2005), sendo a anaplasmose uma das
principais causas de mortalidade de bezerros
no pais (Ribeiro et al., 1983; Madruga et al.,
1984).

O  Anaplasma  marginale  encontra-se
distribuido por todas as regides tropicais e
subtropicais do planeta sendo considerada
endémica em varios paises da América
Central ¢ do Sul além do Caribe, com
excecdo a areas de deserto e elevadas
altitudes como os Andes (Guglielmone,
1995). Nos Estados Unidos, A. marginale ¢
enzodtica em varios estados do sudeste, ao
longo da costa do Atlantico e estados da
regido oeste, levando a uma perda
econdmica na ordem de US$ 800 a 875
milhdes/ ano (Kocan et al. 2003).

Foram descritos relatos da bactéria em
paises europeus as margens do Mediterraneo
(Kocan et al., 2000), Oriente Médio ¢ Asia
(Molad et al., 2006), além do continente
africano onde foi inicialmente estudada
(Theiler, 1910). Bovinos infectados por A.
marginale tem sido encontrados na Austria
(Baumgartner et al., 1993), Itdlia, Espanha,
Portugal, e alguns paises do leste europeu
(Kocan et al., 2003).

No Brasil, existem areas de instabilidade
enzodtica como o Sertdo do Sergipe
(Oliveira et al., 1992) e o extremo sul do Rio
Grande do Sul (Artiles et al., 1995). Nessas
areas, os fatores ecoldgicos e climaticos nio
favorecem o desenvolvimento do Boophilus
microplus e de dipteros hematofagos
transmissores de Anaplasma marginale em
determinadas estagdes do ano.

Areas de estabilidade enzodtica como Minas
Gerais, também s3o encontradas no Brasil,
onde Ribeiro et al. (1995) determinaram a
prevaléncia de anaplasmose para quatro
regides deste estado, sendo elas: Alto
Paranaiba, 86,5%, Zona Metalurgica, 93,7%,
Sul de Minas, 91,6% e Tridngulo Mineiro,
86,4%. Souza et al. (2000) e Souza et al.
(2001) observaram a prevaléncia de 91,16%
e 98,21% de anticorpos contra A. marginale
em bovinos das mesorregides Norte
Fluminense ¢ do Médio Paraiba, estado do
Rio de Janeiro, respectivamente, regides
também consideradas de estabilidade
enzootica. No estado da Bahia, nos
municipios de Senhor do Bonfim e Euclides
da Cunha, Barros et al.(2005) encontraram
uma prevaléncia de 97 e 94,8%
respectivamente.

Em éareas endémicas para anaplasmose, as
medidas de controle adotadas nio visam
impedir a infeccdo e sim reduzir a
ocorréncia de casos clinicos e a mortalidade
de animais decorrentes da intensa
ricketsemia e conseqiiente queda do volume
globular (VG) provocada pelo 4. marginale
(Ribeiro e Lima, 1996).

Os métodos utilizados para o controle da
anaplasmose @ como a  premunigio,
juntamente com a quimioprofilaxia ndo sao
confiaveis, pois, além de exigir um
monitoramento minucioso, ndo se tem
certeza da quantidade de corpusculos
inoculados, podendo ou nao desenvolver
doenga clinica ou infec¢do concomitante
com outros agentes (Camarillo et al., 1999).
A vacinagdo tem sido um meio
economicamente viavel e eficaz para o
controle da anaplasmose visto que, o método
de premuni¢@o apresenta falhas. As vacinas
utilizadas podem ser vivas com espécies
atenuadas ou inativadas, sendo as vacinas
vivas mais indicadas para animais jovens,
uma vez que estes possuem certa imunidade
contra Anaplasma marginale. Para animais
adultos o indicado sdo as vacinas inativadas,
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pois estas apresentam um menor risco para
esta faixa etaria (Kocan et al., 2003).

O indculo vivo para controle da
anaplasmose bovina existente no mercado
brasileiro utiliza amostras de Anaplasma
centrale (Arteche, 1992). Entretanto, sabe-se
que amostras heterologas de Anaplasma sp.
ndo conferem niveis de imunidade
suficientes para prevenir o desafio com
amostras virulentas de campo de Anaplasma
marginale (Potgieter ¢ Van Rensburg, 1983;
Payne et al., 1990). A utilizacdo de amostras
homologas tem sido descrita na literatura
como eficiente. Atualmente seu uso
restringe-se a poucas propriedades, devido a
auséncia de tais indculos no mercado e aos
altos custos para sua producdo e manutengio
(Kessler et al., 1998). Ribeiro et al. (1997)
descreveram, pela primeira vez, um isolado
de A. marginale com apéndice, amostra
considerada de baixa patogenicidade. Desde
entdo, esta cepa, nomeada UFMG1, tem sido
utilizada como amostra homologa nas
pesquisas desenvolvidas por estes autores.

Para a produgdo de vacinas vivas, animais
esplenectomizados sdo criados livres de
carrapatos, inoculados experimentalmente
com cepas de A. marginale ¢ utilizados
como doadores. Entretanto, a transmissio de
outros hemoparasitos por estes animais &
sempre um risco neste método (Kocan et al.,
2010).

Com o avango das técnicas laboratoriais de
purificagdo de antigenos com eliminagdo dos
componentes das hemacias, as vacinas
inativadas surgem com potencial promissor
e varios estudos tém demonstrado indugdo
de boa proteg¢do contra desafio homologo e
protecdo parcial com desafios heterdlogos
(Henry et al., 1983; Hart et al., 1987; Palmer
et al., 1986; Montenegro et al., 1991; Blouin
et al., 1998; Camarillo et al., 1999;
Rodriguez et al., 2000; de la Fuente et al.,
2002a).

Os objetivos deste trabalho foram:
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1) Avaliar vacinas inativadas com cepas
UFMGI1 e UFMG2 de A. marginale
cultivadas em células embrionarias de
carrapato Ixodes scapularis IDE8 em
animais desafiados experimentalmente
com UFMG2.

2) Avaliar os aspectos clinicos e
comportamentais da anaplasmose.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Historico da anaplasmose

O género Anaplasma foi criado em 1910 por
Sir  Arnold Theiler, que foi quem
primeiramente reconheceu que os ‘“‘pontos
marginais”, encontrados em eritrocitos
corados de animais doentes, eram oS
causadores de wuma doenca especifica
(Theiler, 1910). Kocan et al. (2010) relatam
que Theiler denominou a espécie Anaplasma
marginale a partir de sua estagdo de
pesquisa na Africa do Sul, considerando-a
um protozoario.

As inclusdes marginalmente localizadas
eram vistas frequéntemente nas células
vermelhas do sangue de bovinos anémicos,
muitas vezes naqueles que sofriam de
babesiose (piroplasmose). Smith ¢ Kilborne
(1923), em sua classica publicagdo sobre
carrapatos como vetores da febre do Gado
do Texas (publicado no boletim nimero 1 do
Departamento da Secretaria de Agricultura e
da Industria Animal dos Estados Unidos),
concluiram por engano que os pontos
marginais faziam parte do ciclo de vida da
Babesia bigemina. Theiler conseguiu isolar
os dois agentes (B. bigemina e A. marginale)
e reproduzir a “puro-infeccdo” com
Anaplasma  marginale e, corretamente,
considerou que a babesiose e anaplasmose
eram duas doengas distintas e que muitas
vezes coexistiam no mesmo animal.

Com varias publicagdes sobre anaplasmose
em 1910-1911, Theiler deixou claro que
alguns dos animais com os quais Smith e



Kilborne  tinham  trabalhado  foram
duplamente infectados com babesia e
anaplasma. Na seqtiéncia dos trabalhos de
Theiler, a anaplasmose logo foi reconhecida
nas regides tropicais, subtropicais e¢ em
muitas zonas temperadas em todo o velho
mundo. No entanto, apenas em 1926 a
anaplasmose, que ocorria
concomitantemente com a febre do Gado do
Texas (babesiose/piroplasmose), foi
reconhecida nos Estados Unidos. Concluiu-
se que o quadro de doenga febril apresentado
pelo gado do “Sudeste do Kansas”,
geralmente ocorrendo no verdo e no outono,
tratava-se da mesma doenga que Theiler
tinha denominado de doenca biliar ou
anaplasmose. (Darlington, 1926).

Dermacentor spp

2.2. Ciclo da anaplasmose bovina

De acordo com o ciclo apresentado na figura
1, os eritrdcitos infectados sdo ingeridos
durante a alimentacdo do carrapato
Dermatocentor spp, Rhipicephalus spp.
Ap0s a ingestdo dos eritrocitos infectados, o
primeiro sitio de infec¢do do A. marginale
nos carrapatos sdo as células intestinais.
Posteriormente o A. marginale coloniza
outros tecidos do carrapato, incluindo as
células das glandulas salivares, de onde a
ricketsia ¢ transmitida de volta para os
bovinos (Kocan., 1986; Kocan et al., 1992a;
Kocan et al., 1992b; Ge et al., 1996).

g 5
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Figura 1. Desenho esquematico do ciclo de desenvolvimento do Anaplasma marginale em

bovinos e carrapatos.
Fonte: Kocan et al. (2003)
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Duas formas de  A.marginale  s3o
encontradas nas células de carrapatos
infectados, a forma reticulada e a forma
densa. Inicialmente, aparecem as formas
reticuladas na forma vegetativa que se
divide por fissdo binaria (figura 2A)

formando grandes colonias que podem
conter centenas de organismos. Em seguida,
a forma reticulada passa para a forma densa,
que ¢ a forma infectante e imunogénica
(figura 2B) (Palmer et al., 1999).

Figura 2. Microscopia eletronica das duas fases de desenvolvimento do Anaplasma marginale
em coldnias de células infectadas de carrapatos. (A) formas reticuladas dividindo-se por fissdo

binaria. (B) formas densas.
Fonte: Palmer et al. (1999)
2.3. Caracteristicas da doenca

A anaplasmose bovina ¢ uma enfermidade
que acomete os ruminantes, causada pela

rickétsia  Anaplasma  marginale, um
microorganismo  pertencente a ordem
Rickettisiales, familia Anaplasmataceae

(Dumler et al., 2001).

O periodo de incubagido da doenga ¢ de 28
dias em média, variando de sete a sessenta
dias dependendo do nimero de organismos
da dose infectante (Kocan et al., 2003).

Bezerros recém nascidos sdo  mais
resistentes a doenga e quando infectados
apresentam sinais clinicos moderados.
Animais que se recuperam da fase aguda da
doenga perdem em média 86 kg (Palmer et
al., 1986) e desenvolvem uma infec¢éo
persistente caracterizada ~ por  uma
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ricketsemia baixa e ciclica (Ribeiro ¢ Reis,
1981; Eriks et al., 1989; Kieser et al., 1990).
Esses animais, também chamados de
portadores, desenvolvem imunidade e
resisténcia a doenga clinica em caso de
exposicdo ao agente homologo (Ristic,
1960; Coelho, 2007). Entretanto, tornam-se
fontes de infec¢do para os vetores (Ristic,
1960; Eriks et al., 1989) e também podendo
transmitir transplacentariamente (Passos e
Lima., 1984; Ribeiro et al., 1996).

2.4. Sinais clinicos e alteracdes metabdlicas

As sindromes clinicas da anaplasmose
podem ser divididas em super-aguda, aguda
e cronica. Na doenga aguda, os sinais
clinicos mais frequéntes s3o a febre,
inapeténcia, palidez de mucosas, fraqueza,
constipacdo, sangue hidrémico e



ocasionalmente ictericia (Coelho, 2007). O
desenvolvimento das sindromes ocorre em
quatro estagios: periodo de incubagio,
periodo patente, convalescenca e estado
portador. A severidade dos sinais clinicos ¢
dependente da susceptibilidade do animal e,
embora todas as idades sejam susceptiveis a
infec¢@o, as sindromes sdo mais severas em
animais adultos. A doenga apresenta-se
moderada em animais jovens tornando-se
progressivamente mais severa com O
avancar da idade, apresentando-se super-
aguda a fatal em bovinos com mais de trés
anos de idade. A severidade esta diretamente
relacionada ao nivel e a duragdo da
parasitemia, que por sua vez esta relacionada
a taxa de multiplicagdo do microrganismo e
a habilidade do hospedeiro em controlar a
infeccdo através de sua resposta imune
(Losos, 1986).

As células parasitadas sdo removidas da
circulagdo  pelo  sistema  monocitico
fagocitario do animal (Richey, 1981)
causando uma anemia de branda a grave e
ictericia (Coelho, 2007). A anemia ¢&
classificada de acordo com o volume
corpuscular médio (VCM) sendo
inicialmente normocitica (VCM dentro dos
limites de referéncia para a espécie; sugere,
na anemia, que a eritropoiese ndo ¢ efetiva),
progredindo para macrocitica (VCM acima
dos limites de referéncia para a espécie;
indica que células eritrdides imaturas estdo
presentes ou ha defeito na maturagdo
eritrocitaria) e apresentando hiperplasia
compensatoria da medula oOssea,
granulocitose, reticuloendoteliose, aumento
no tamanho médio do corpusculo e volume
celular, levando a uma fragilidade osmotica
dos eritrocitos (Losos, 1986; Carneiro et al.,
2009).

A anaplasmose leva ao quadro hematologico
de anemia hemolitica autoimune (AHA),
que ¢ condigéo clinica causada pela remocao
das hemacias sadias da circulagdo. Segundo
Bradley e Friedberg (2002), a AHA ocorre
quando as imunoglobulinas IgG e IgM

ligam-se a superficie antigénica das células
vermelhas do sangue e iniciam a destrui¢ao
destas pela via do sistema de complemento
e do sistema monocitico fagocitario. A AHA
¢ caracterizada pela producdo de anticorpos
diretamente contra as células vermelhas do
préprio animal sendo que os anticorpos que
geralmente sdo direcionados para combater
antigenos, neste caso especifico, apresentam
reatividade contra as hemacias.

O grau de hemolise ¢ depende de
caracteristicas de ligacdo do anticorpo como:
quantidade, especificidade, habilidade de
fixar complemento, habilidade de ligar-se
aos macrofagos e do antigeno alvo (Bradley
e Friedberg, 2002). As IgG sdo pobres
ativadoras da via classica de complemento,
mas sdo reconhecidas prontamente pela
por¢do Fc das células de defesa (em
particular IgGl e IgG3). Hemacias
sensibilizadas pelas IgG geralmente sao
eliminadas da circulagdo pelos fagécitos do
sistema monocitico fagocitario. Desde que
as células do sistema monocitico fagocitario
também tenham receptores para os fatores
de complemento C3 e C3b, estes
componentes dos  complementos, se
presentes, podem potencializar a hemdlise
extravascular. Por outro lado, hemacias
sensibilizadas pelas IgM geralmente estdo
associadas a uma combina¢do de hemolise
intra e extravascular. A hemolise
intravascular ocorre porque o IgM, ao
contrario do IgG, ativa rapidamente a via
classica do complemento e esta € estimulada
a produzir citolise. No entanto, devido as
proteinas reguladoras das hemacias como o
fator de deterioracdo acelerada (DAF,
CD59), a cascata de complemento ¢ ativada
para produzir um quadro agudo de hemdlise
intravascular (Bradley e Friedberg, 2002).

Os sinais clinicos da anaplasmose, evidentes
em animais  susceptiveis, ndo  sdo
especificos, sendo necessario o diagnostico
diferencial para outras doengas. Coelho
(2007), em situagdo experimental de estudo
comportamental da doencga, desafiou animais
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com amostra de Anaplasma marginale sem
apéndice (amostra UFMG2) e observou
periodo de incubagdo de 12 dias, periodo de
paténcia de 14 dias, periodo de
convalescenca de aproximadamente 10 dias
¢ altos picos de parasitemia, sendo que esta
atingiu o seu valor méximo dois dias antes
do pico de anemia. Em relagdo aos
parametros vitais, verificou-se aumento da
temperatura retal acima dos valores
fisioldgicos de todos os animais, assim como
aumento nas freqliéncias cardiacas e
respiratorias.

A elevacdo da temperatura corporal ¢
mediada por citocinas produzidas por
macrofagos: fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a), interleucina 1 (IL-1) e interleucina
6 (IL-6). Estas citocinas apresentam um
amplo espectro de atividades bioldgicas que
auxiliam a coordenar as respostas do
organismo contra a infeccdo. Além disso,
sdo também denominadas de pirdgenos
endogenos, pois elevam a temperatura
corporal. A IL-1, IL-6 e o TNF-o ativam
hepatdcitos para sintetizar proteinas de fase
aguda, aumentam a liberagdo de neutrofilos
pela medula ossea e funcionam como
opsoninas, o que potencializa a eliminagio
de patogenos opsonizados (Janeway et al.,
2001).

Um importante efeito dessas citocinas ¢ sua
acdo sobre o hipotalamo, alterando a
regulacdo da temperatura corporal, e sobre
as células musculares e adiposas, alterando a
mobilizacdo de energia para a elevagio da
temperatura. Em temperaturas elevadas, a
replicacdo bacteriana e viral ¢ reduzida,
enquanto o processamento do antigeno ¢é
aumentado (Janeway et al., 2001).

Quando o animal estd inapetente devido a
doenga, juntamente com os quadros de
febre, ocorre um aumento na sua demanda
energética levando a um maior consumo de
glicose, e assim, este se torna hipoglicémico.
Associado a estes dois fatores, ocorrem
quadros de desidratacdo levando a uma
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diminuicdo no liquido extracelular e
consequentemente hipovolemia, causando
um quadro de insuficiéncia renal e
diminuindo a excrecdo de H' (Garry, 1994).
A  diminui¢do do volume extracelular
causada por uma menor perfusdo periférica,
reducdo do débito cardiaco e da perfusdo
renal faz com que ocorra um aumento do
metabolismo  anaerobio  do  animal,
aumentando a produgdo de lactato e levando
aos quadros de acidose metabdlica sist€émica
(Underwood, 1992; Garry, 1994).

Os aumentos significativos nas freqiiéncias
cardiacas (FC) e respiratorias (FR) sdo uma
resposta fisioldgica as alteragdes causadas
pela hipdxia tecidual e acidose metabdlica.
O aumento na FC s6 ocorre quando as
concentra¢des de hemoglobina estdo muito
baixas para garantir uma boa distribui¢do de
oxigénio nos tecidos. O aumento da FR
ocorre secundariamente a anemia e a acidose
metabolica  sendo  responsavel  pela
oxigenacdo do sangue e pela eliminacdo do
CO,, principal componente respiratorio da
acidose. A elevagdo da FR permite uma
maior excre¢do de CO,, confirmada pela
reducdo da pCO,. Juntamente com o
aumento da FR se observa a reducdo dos
niveis de HCOj;, principal tampdo do
liquido extracelular e maior responsavel pela
manuten¢do do pH sanguineo (HCO; + H'
—H,CO3 CO, + H,0). Nos rins, os ions
bicarbonato do sangue induzem uma taxa
adequada de secrecdo tubular de ions
hidrogénio, confirmada pela acidificagdo da
urina, contribuindo para um pH adequado do
sangue (Coelho, 2007).

O aumento na concentracio de H no meio
extracelular e a redugdo na sua excrecdo
devido a falha na perfusdo renal levam o
organismo a utilizar outros mecanismos
compensatorios além dos citados
anteriormente para o restabelecimento da
normalidade. Os fons H' movem-se do
espaco  extracelular para o  espago
intracelular, fazendo com que o potéssio
(K") saia do espacgo intracelular (uma vez



que sua concentragdo ¢ maior no interior das
células) e aumente sua concentracdo no
meio extracelular. Este mecanismo &
conhecido como hipercalemia relativa
(Underwood, 1992; Garry, 1994).

O quadro descrito acima ¢ dependente do
nivel de parasitemia, pois com o seu
aumento ocorre a diminui¢do do hematocrito
e iniciam-se os mecanismos de compensagio
do organismo para a tentativa de
restabelecimento dos parametros fisiologicos
normais (Coelho, 2007).

2.5. Resposta imune na infec¢do por
Anaplasma marginale

2.5.1 Caracterizacio da resposta imune
dos ruminantes

Existem basicamente duas categorias de
imunidade nos mamiferos: a imunidade inata
e a imunidade adaptativa ou adquirida,
sendo o sistema imune inato o de
predominio durante os estagios iniciais de
infecgdo. Este constitui a primeira linha de
defesa contra qualquer variedade de agente
patogénico e envolve as células com
habilidade de fagocitose ndo especifica de
materiais estranhos ao organismo (Kurz,
2004). Este sistema ¢ ativado por antigenos,
porém sua resposta ndo ¢ ampliada por
repetidas exposi¢des (Tizard, 2000). Em
contraste, a resposta adquirida ou adaptativa
reconhece agentes especificos determinantes
¢ ¢ mediada pelas células apresentadoras de
antigenos (APC). No caso do hospedeiro
sofrer contato com o mesmo antigeno mais
de uma vez, uma reag¢do imune exacerbada
pode ocorrer devido a memoria imunoldgica
(Janeway et al., 2001). O sistema imune
inato e o adquirido apresentam a capacidade
de reconhecer determinados componentes
dos patogenos chamados de PAMP (Padrio
Molecular Associado ao Patogeno), como os
lipopolissacarides (LPS), peptidioglicanos e
DNA bacteriano (Hornef et al., 2002). O
reconhecimento dessas moléculas pelas

células de defesa do hospedeiro depende do
numero de receptores de membrana (TLR),
os quais sinalizam durante o inicio da
resposta imune (Kurz, 2004).

2.5.2. Soroconversio

A soroconversdo pode ser definida como a
transicdo de uma situagdo em que oS
anticorpos contra um determinado agente
infeccioso estdo ausentes em amostras de
sangue, para aquela em que estes anticorpos
sdo detectaveis pelos métodos usuais em
laboratorio clinico. A soroconversdo ¢ dita
completa quando anticorpos da classe IgG,
de alta avidez frente aos antigenos dos
agentes infecciosos, estdo presentes no
sangue (Boletim Brasileiro de Avaliagdo de
Tecnologias em Saude, 2007).

A titulagdo zero (mensurada pelo teste
ELISA), n3o ¢ indicativa de animal
negativo, pois se pode estar quantificando
imunoglobulinas  exatamente em um
momento onde a quantidade de anticorpos
ainda ndo tenha atingido um nivel
mensuravel pelo teste diagnostico e,
portanto, uma segunda quantifica¢do seria
definitiva para confirmar a manuten¢do da
auséncia de anticorpos e/ou o surgimento de
titulagdo positiva. Um titulo muito alto
podera ser associado a sinais clinicos
patoguinomonicos para conclusdo do
diagnodstico da doenga, porém se o animal
ndo apresentar sinais claros ou se estiver
sauddvel, um alto titulo indica ou que este
entrou em contato com o0 agente ¢
convalesceu, ou apresenta resposta a
vacinacao (Tizard, 2000).

2.5.3. Resposta imune na infec¢do por
Anaplasma marginale

O A. marginale ¢é capaz de sobreviver e
replicar em um hospedeiro
imunocompetente por pelo menos sete anos.
Um bovino persistentemente infectado ¢
capaz de apresentar uma resposta imune
adaptativa, o que ¢ indicado por altos titulos
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de anticorpos, responsividade de células T e
habilidade em prevenir altos niveis de
ricketsemia e doenca clinica frente a um
desafio com espécie homologa. Apesar
disso, o hospedeiro ¢ incapaz de eliminar a
infec¢do (Palmer, 2002).

O desenvolvimento de uma imunidade
eficiente e duradoura contra o 4. marginale,
para auxiliar no controle da infeccdo e na
recuperagdo total dos animais, depende de
uma perfeita interagdo entre as respostas
humoral e celular. Estas, por sua vez,
dependem do estimulo antigénico de cada
cepa do microorganismo, podendo os
antigenos ser classificados em duas
categorias: antigenos soluveis e
corspusculares (Losos, 1986).

Os antigenos soluveis sdo glico ou
lipoproteinas  originadas a partir do
metabolismo bacteriano. Estas proteinas sdo
encontradas no plasma e no interior das
células parasitadas durante a fase aguda da
doenga, atingindo seu pico entre um e dois
dias antes do pico de parasitemia. Porém,
estes antigenos ndo promovem O
desenvolvimento de imunidade ¢ aparentam
estar relacionados a patogenia da anemia
auto-imune (Ristic, 1960).

Os antigenos corpusculares sdo proteinas
especificas presentes na superficie da A.
marginale  (proteinas  principais  de
superficies - MSP). Estes antigenos induzem
a produgdo de imunoglobulinas,
principalmente a IgM, durante a fase de
inicio da ricketsemia, ¢ em seguida, a IgG2,
durante o periodo de paténcia da infecgdo
(Grafias et al., 2003). Estes anticorpos
funcionam como opsoninas, facilitando a
fagocitose e a destrui¢do dos
microorganismos pelos macrofagos e
também bloqueando a invasdo de novas
hemacias (Buening, 1973).

Kocan et al. (2003) identificaram seis tipos

de proteinas principais de superficie
(MSPla, MSP1b, MSP2, MSP3, MSP4 ¢
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MSP5) em microorganismos da espécie A.
marginale. As MSPla e MSPIb sdo
adesinas, sendo a MSPla responsavel pela
adesdo do agente as células intestinais e as
glandulas salivares dos carrapatos ¢
eritrocitos bovinos ¢ a MSP1b responsavel
pela adesdo do agente aos eritrocitos dos
bovinos. MSP2 e MSP3 parecem estar
ligadas a indugdo de uma resposta protetora
contra A. marginale ¢ MSP4 e MSPS,
aparentemente, ainda possuem fungdo
desconhecida, sendo que a MSP5 induz a
producdo de anticorpos especificos, que
podem ser detectados por exames
soroldgicos, tendo utilidade diagnostica.

A ocorréncia de variacdo antigénica destas
proteinas durante a fase cronica da
anaplasmose ¢ um mecanismo de evasdo da
resposta imune e pode estar associada as
flutuagdes na ricketsemia durante o estado
de portador, a manuten¢cdo da imunidade e
ao desenvolvimento de prote¢do contra
cepas heterologas (Keiser et al., 1990).

A imunidade contra A. marginale envolve
mecanismos humorais e celulares. O
linfocito T CD4" é tido como pega central do
sistema imune expressando interferon gama
(INF-y), que é responsavel pela sintese de
IgG bovina, subclasse 1gG2 ¢ que também
ativa macrofagos e os estimula a aumentar
seus receptores de expressdo, fagocitose,
fusdo do fagolisossoma e produgio de oxido
nitrico (Grafias et al., 2003 e Kocan et al.,
2003).

As proteinas principais de superficie (MPS),
identificadas nos corptsculos iniciais de A.
marginale (Palmer, 2002), estdo envolvidas
na resposta imune contra anaplasmose.
Brown et al. (1998) demonstraram que MSP
purificadas podem induzir a resposta por
linfocitos T CD4" e, assim, prevenir a
ricketsemia. A terminacdo carboxila da
MSP1a, que se conserva entre os isolados, ¢
preferencialmente reconhecida por linfocitos
T CD4" (Brown et al., 1998). Estas proteinas
induzem a producdo de anticorpos



relacionados ao controle da ricketsemia
aguda (Tebele et al., 1991), visto que
anticorpos  contra ~ MSP1  bloqueiam
corpusculos iniciais de A. marginale
(Mcgarey e Allred, 1994).

O envolvimento de anticorpos na imunidade
contra 4. marginale tem sido investigado, ¢
foi demonstrando uma correlacdo entre altos
titulos de anticorpos contra as MSP e
protecdo contra a doenca. Entretanto, os
problemas determinados pela variacdo
antigénica e pela auséncia de protecdo
contra o desafio apds administragdo de soro
imune enfatizam a importancia de células T
CD4" na resposta imune contra anaplasmose
sendo essas as células de ligacdo entre a
resposta imune inata e a resposta imune
adaptativa (Brown et al., 1998).

Na resposta imunologica contra Anaplasma
marginale, as respostas humorais e celulares
agem em conjunto para combater a infeccéo,
conforme demonstrado na figura 3. Os
linfocitos T auxiliadores  (CD4"),
estimulados por antigenos de Anaplasma
marginale, produzem interferon gama (IFN-
v), o qual atua sobre macréfagos e linfocitos
B. Sobre os macrdfagos, o IFN-y estimula a
expressdo de receptores de Fc, facilitando a
fagocitose do agente, aumentando a fusdo do
fagossomo com o lisossomo e a produgio de
oxido nitrico, resultando na destruicdo
intracelular do microorganismo alem de
liberar IL-12, que estimula as células T e
NK a fagocitar células infectadas e liberar
IFN-y. Nos linfécitos B, o IFN-y estimula a
producdo de IgG2, apresentando importante
funcdo na opsonizacdo de A. marginale para
a fagocitose (Aragjo et al., 2003).

Estimulados por
A.marginale

atl

NK e Cel. T 4 IL-12

IL-10 e TGF- controle da inflamagéo
IL-8- quimiotaxia

TH-1
LY-TCD4+
» TH-2 P
VL
INF-

Y Ly.8 *— 19G2—— opsonizagéo

macrofagos ’ fagocitose, fusdo F-L,

IL-1 e TNF- induzem moléculas de adesao para leucécitos (E-selectina)

IL-4, IL-5, IL-10

i

6xido nitrico

Figura 3. Esquema da resposta imune na anaplasmose.
LY: linfécito; TH: linfoécito T-helper; IL: interleucina; INF: interferon; NK: células natural
killer; F-L: fusdo fagossoma-lisossoma. TGF: fator de crescimento tumoral, TNF: fator de

necrose tumoral.
Fonte: adaptado de Aratjo et al. (2003)

O sistema de complemento também faz
parte da resposta imune e consiste de varias
proteinas plasmaticas que sdo ativadas pelos
microorganismos, promovendo a destruicio
destes ¢ a inflama¢do. (Abbas e Lichtman,
2005).

A proteina central do sistema do
complemento, C3, ¢ clivada, ¢ o seu
fragmento maior C3b ¢ depositado na
superficie ~ microbiana em que o

complemento ¢ ativado. O C3b se torna
covalentemente ligado ao microorganismo e
atua como uma opsonina para iniciar a
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fagocitose dos mesmos. Um fragmento
menor, C3a, ¢ liberado e estimula a
inflamag¢do agindo como quimioatraente
para neutrofilos. O C3b liga-se a outras
proteinas do complemento para formar uma
protease que cliva uma proteina chamada
C5, gerando um peptideo secretado (C5a) e
um fragmento maior (C5b) que permanece
fixado as membranas celulares microbianas.
O C5a estimula a entrada de neutréfilos no
sitio da infec¢do, bem como o componente
vascular da inflamagdo aguda. O C5b inicia

a formacdo de um complexo das proteinas
de complemento, C6, C7, C8 e C9, as quais
sdo reunidas em um poro da membrana que
causa a lise das células na qual o
complemento esta ativado (Janeway et al,.
2001), conforme figura 4. A cascata ¢
desencadeada pelo reconhecimento direto de
certas estruturas da superficie microbiana
(MSP) e pela lectina, uma proteina
plasmatica que reconhece residuos terminais
de manose em glicoproteinas e glicolipideos
microbianos.

VIA CLASSICA VIADALECTINA VIA ALTERNATIVA
LECTINALIGADORADA
COMPLEN AG-AC : ¢ :
i MANCESE NASUPERFICIE [SUPERFICIE DO PATOGEND
SUPERFICIE DO PATOGENG) £0 PATOGEND
C1g,C1R cls, MBL,MASP -1 MASP.2 C3
4 4 B
c2 c2 D
L
CONVERTASE DEC3
v L4
Componentesterminas do
(Cdb) Cib complemento, C5b, C6,C7,
C3a,C58 " ca,ca
L] ' v
Mediadores peplideas da Liga-s# arecepioresdo Complexo de sbagued
Infamagho, recninmento complemento nos membrana, lize de ceriogs
de fagdcitos fagdcitos patdgencs e células
' v
Opzoni macio de pattgencs
Remocho dos comples
imunes

Figura 4. Via do sistema da cascata de complemento.

Fonte: Janeway et al. (2001)
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2.6. Vacinas contra Anaplasma marginale.
A vacinagdo ¢é considerada um meio
econdmico e efetivo para controlar
parcialmente a anaplasmose num contexto
mundial. Existem dois tipos principais de
vacinas: vivas e inativadas. As duas formas
sdo originadas de eritrécitos ou de cultivo
celular com 4. marginale como fonte de
antigeno e ambas induzem imunidade
protetora, diminuindo ou prevenindo a
manifestagdo da doenga clinica, porém
nenhum tipo € capaz de prevenir os animais
de se tornarem persistentemente infectados.
A infeccdo persistente nos animais contribui
para a propagacdo do A. marginale, pois
estes sdo tanto fontes de transmissdo
mecdnica quanto bioldgica. Segundo Kocan
et al. (2010), vacinas desenvolvidas com
tecnologia molecular poderiam representar
um método de controle mais efetivo contra a
anaplasmose, porém tais vacinas ainda nao
foram desenvolvidas.

2.6.1. Vacinas vivas de Amnaplasma
marginale.

Vacinas vivas s@o produzidas a partir da
inoculagio no animal de eritrdcitos
infectados com A. centrale ou A. marginale
atenuado. Outra estratégia consiste em
infectar o animal com cepas de A. marginale
e, em seguida, realizar um tratamento com
tetraciclina quando a temperatura corporal
comecar a elevar ou quando for detectado
parasitemia através de esfregacos de sangue.
Este método requer um monitoramento
minucioso dos animais e ndo deve ser
aplicado em grandes rebanhos devido a
possibilidade de falhas no monitoramento.
Mesmo com o tratamento com tetraciclina
no inicio da infec¢do, o controle das reacdes
pos inoculatdrias € muitas vezes ineficaz em
prevenir a fase aguda da doenga, sendo este
tipo de vacina mais indicada para a
vacinagdo de animais jovens (Kuttler e
Todorovic, 1973).

Kessler et al. (1991), trabalhando com
vacinas vivas atenuadas, inocularam
eritrocitos infectados com Babesia bovis,
Babesia bigemina, Anaplasma marginale e
Anaplasma centrale em bovinos em situacdo

experimental de campo. Os autores
encontraram resultados satisfatorios,
com poucos animais desenvolvendo

sintomatologia clinica.

Em estudos realizados na Australia por Bock
e de Vos (2001), o uso de vacina viva de A.
centrale foi efetivo no controle da infecgdo
por A. marginale, pois, embora a resposta
imune seja variavel, a protecdo contra o
desafio foi adequada para prevenir a
infec¢do na maioria dos casos.

A amostra vacinal de Anaplasma centrale,
isolada por Sir Arnold Theiler em 1910, ¢ hoje
a mais utilizada em todo o mundo para o
controle da anaplasmose bovina (Kocan,
2010). Esta amostra encontra-se disponivel
para uso em varias localidades como Africa,
Australia, Israel e América Latina. Theiler
(1910) observou que o A. centrale é menos
patogénico que o A. marginale e que animais
infectados com A. centrale desenvolvem
imunidade contra a infec¢@o por 4. marginale.
Tanto o A. centrale quanto o A. marginale
compartilham epitopos imunodominantes, o
que pode desempenhar um papel de protecdo
induzida pelo 4. centrale (Shkap et al., 2002).
Pesquisas demonstraram que a variacdo
antigénica da MSP2 que ocorre durante a
infecco persistente por A. centrale ¢ similar a
descrita para o A. marginale. Epitopos de
células TCD4" sdo conservados na resposta a
infeccdo pelas duas espécies de anaplasma, o
que contribui para o desenvolvimento de uma
protecdo cruzada induzida pela vacina viva de
A. centrale (Shkap et al., 2002).

Em 1991, Montenegro et al., apods
inocularem 1 x 10" corpusculos de A.
marginale de alta patogenicidade em
animais pré-imunizados, observaram que os
animais vacinados com vacina purificada de
corpusculos iniciais de A. marginale
demonstraram uma boa prote¢do contra o
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desafio homodlogo e heterdlogo, protegdo
esta caracterizada por uma baixa parasitemia
e minima redu¢do do hematocrito. Assim, 0s
autores concluiram que o uso de
imundgenos  produzidos  através  de
purificacdo de corpuisculos iniciais de 4.
marginale oferece uma alternativa em
potencial para o controle da anaplasmose
bovina.

Conduzindo experimento utilizando vacinas
vivas atenuadas através de subsequentes
passagens em animais esplenectomizados,
Rodriguez et al. (2000) trabalharam com
quatro grupos de cinco animais cada, sendo
trés grupos vacinados e um controle. Os
grupos vacinados receberam duas doses da
vacina, intervaladas de 21 dias. A vacina
utilizada no grupo um continha 1,5 x 10"
corpusculos de A. marginale, a do grupo dois
3x 10" ¢ a do grupo trés, 6 x 10'°. Todos os
grupos foram desafiados com 1 x 10°
corpusculos de 4. marginale 21 dias apos a
ultima vacinagdo e, com excecdo dos ndo
vacinados, apresentaram soroconversao e altos
titulos de IgG. Neste experimento ndo se
observou diferenca entre o periodo de
incubagdo, independente da dose de vacinagio.
O grupo controle apresentou um quadro de
anaplasmose aguda ¢ queda de 73,4% do
volume globular, alcangando uma parasitemia
de 30,9%. Dos 15 animais vacinados, somente
um manifestou a doenga, sendo que todos os
outros ficaram livres dos sinais clinicos, com
ricketsemias baixas (3,2%, 3,8% e 4,3%,
respectivamente, para os grupos 1, 2 ¢ 3). A
queda de VG foi de 49,9%, 47,8% e 49,3%
respectivamente.

Em experimento semelhante, Bastos et al.,
(2009), trabalharam com quinze animais
divididos em trés grupos de cinco animais.
O grupo um foi inoculado com 1,8 mL de 4.
marginale (amostra com apéndice de baixa
patogenicidade — UFMG 1) cultivada em
células IDES contendo 3,7 x 10 corpusculos
iniciais, o grupo dois inoculados com 1,2
mL de A. marginale contendo 2 x 10’
corpusculos de A. mrginale obtidos de
eritrdcitos infectados (amostra UFMG 1) e o
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grupo trés com 1,2 mL de solugfo salina.
Apdés 75 dias, todos os grupos foram
desafiados com 1,8 mL contendo 5 x 10’
corpusculos iniciais de 4.marginale amostra
UFMG 2 (amostra de alta patogenicidade).
Os animais do grupo um ¢ dois tiveram
ricketsemia, reducdo do VG, apresentando
valores entre 55 e 63% (respectivamente)
quando comparados ao grupo controle,
porém estes animais demonstraram sinais
clinicos moderados da doenca, nio
necessitando de  tratamento e com
recuperagdo espontanea. Apds inoculagio da
amostra UFMG 2, nenhum dos animais dos
grupos um e dois apresentaram sinais
clinicos e a queda do hematdcrito foi
insignificante quando comparado com o
primeiro desafio (UFMG 1), entretanto,
animais do grupo trés tiveram uma grande
reducdo do hematécrito (71%), elevada
ricketsemia (15,6%) e uma reducdo do
periodo pré-patente (13 dias em média),
sendo que 3 de 5 animais do grupo controle
morreram  com  grave quadro  de
anaplasmose.

Apesar de Bastos et al, (2009) terem
encontrado uma resposta protetora
utilizando cepa atenuada de Anaplasma
marginale, 0s  animais  apresentaram
sintomatologia clinica, o que em situagio de
campo poderia ter levado os animais a obito.
Motivando-se assim, o desenvolvimento de
experimentos com vacinas inativadas,
reduzindo o risco de reagdes poOs
inoculatdrias.

2.6.2. Vacinas inativadas de Anaplasma
marginale.

Vacinas mortas foram desenvolvidas nos
Estados Unidos na década de 60 e
comercializadas até 1999, quando foram
retiradas do mercado. Este tipo de vacina
apresenta vantagens em relagdo as vacinas
vivas, dentre elas o baixo risco de
contaminacdo com agentes infecciosos
(hemoparasitas e virus), o baixo custo de
estocagem ¢ o baixo indice de reagdes



indesejaveis poés-inoculagdo. Por possuir
estas caracteristicas, este tipo de vacina ¢
mais indicado para animais adultos. As
desvantagens apresentadas por estas vacinas
sdo a necessidade de revacinagdes anuais
(boosters), o alto custo da purificagdo das
amostras de 4. marginale dos eritrdcitos e a
falta de protecdo cruzada contra isolados de
diferentes areas geograficas, além da
imunidade oferecida por estas vacinas ser
usualmente menos efetiva do que a oferecida
pelas vacinas vivas (Kocan, 2010).

A primeira vacina morta comercializada para o
controle da anaplasmose foi desenvolvida
através de amostras de A. marginale obtidas de
eritrocitos  hemolisados e posteriormente
liofilizados. Este produto foi entdo combinado
com um adjuvante oleoso no momento da
inoculagdo (Brock et al., 1965). Esta vacina
continha estroma eritrocitario, o que resultou
no  desenvolvimento de  isoanticorpos
eritrocitarios em animais vacinados. Assim,
animais que ingeriram colostro contendo altos
titulos de anticorpos provenientes de animais
vacinados desenvolveram anemia hemolitica
(Dennis et al,, 1970). Este problema foi
minimizado implementando-se procedimentos
de purificagdo, os quais reduziam a quantidade
de estroma eritrocitario nas vacinas (Hart et
al., 1981). Uma técnica para a produgdo desta
vacina em larga escala foi desenvolvida
(McCorkle et al., 1985), o que possibilitou o
seu uso até 1999.

Munderloh et al. (1994) estabeleceram uma
linhagem de células de carrapatos derivadas
de Ixodes scapularis, denominada IDES,
sistema no qual se tem conseguido
multiplicar in vitro varias ricketsias, dentre
elas, Anaplasma marginale. O cultivo in
vitro consistiu importante avango para o
desenvolvimento de métodos de producao de
antigenos para fins de diagnostico e vacinas,
pois o A. marginale cultivado nestas células
mantém sua morfologia original e
permanece infectante para bovinos (Blouin e
Kocan, 1998). Por ser imunogénico, o
material obtido de cultivo celular pode ser

utilizado como indculo (de la Fuente et al.,
2002b).

No modelo experimental realizado por
Kocan et al., (2001), 22 animais holandeses
divididos em dois grupos de 11 animais
foram utilizados. O grupo um recebeu duas
doses da vacina cultivada em células IDES e
inativadas com [-propilactone (BPL), com
quatro e oito semanas de idade com uma
dose de 5 mL por via subcutanea contendo o
antigeno (2 x 10" corptsculos de A.
marginale) em adjuvante oleoso (Adjuvante
XtendIII® Grand Laboratories, Larchwood,
IA). O grupo dois foi mantido como
controle, ndo sendo vacinado. Ambos foram
desafiados com uma amostra contendo 1 x
10° eritrocitos infectados com A. marginale,
amostra Virginia, dez semanas apos a ultima
imunizagdo. Os pesquisadores observaram
uma maior taxa de anticorpos anti-MSP5
(titulados por ELISA) duas semanas apos a
ultima vacinagdo no grupo vacinado.
Animais vacinados apresentaram maior
reconhecimento contra MSPla e MSP1b. A
reducdo do volume globular (VG) dos
animais vacinados foi menor (p<0,05) do
que a observada no grupo controle, porém
em relagdo ao tempo do periodo pré-patente,
diferengas ndo foram observadas.

Nove animais em situagdo experimental,
divididos em trés grupos de trés animais,
foram utilizados por de la Fuente et al.,
(2002b). O primeiro e segundo grupos foram
imunizados na primeira, quarta e sexta
semanas de vida, sendo o primeiro
imunizado com antigenos derivados de
cultura celular em células de carrapato IDE8
contendo 2 x 10 corptsculos de 4.
marginale (2mL) e inativados com -
propilactone (BPL) e o segundo com
antigeno contendo 2 x 10" corpusculos de
A. marginale (2mL) obtido através de
eritrocitos infectados. O terceiro grupo foi
inoculado com solucdo salina + adjuvante
(grupo controle). O desafio foi feito com
carrapatos Dermatocentor viriabilis
infectados com 4. marginale, cepa
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Oklahoma, colocados diretamente sobre os
animais, oito semanas apds a ultima
vacinagdo. Os animais imunizados com
antigenos de cultura celular de IDES
demonstraram melhor reconhecimento de
MSP1b, enquanto o grupo imunizado com
antigenos  originados  de eritrocitos
infectados ~ demonstrou ~ um  melhor
reconhecimento para MSPla (avaliados
através do teste ELISA). Nao houve
diferenga para os pardmetros avaliados entre
os grupos vacinados (p > 0,05). Animais
imunizados, independente da forma de
imunizagdo, apresentaram uma quantidade
menor de eritrécitos  infectados e
hematocrito  mais elevado  quando
comparados ao grupo controle (p < 0,05) e
também ndo demonstraram sinais clinicos de
anaplasmose, indicando que vacinas mortas
cultivadas em células de carrapato
apresentam um grande potencial para serem
utilizadas como antigenos.

Desafiando animais vacinados (vacina de A.
marginale cultivada em células embrionarias
de carrapato IDE8 e inativadas com -
propilactone (BPL), emulsificadas com o
adjuvante Freund’s) com 3 x 10°
corpusculos de A.marginale por animal
apos fazer quatro vacinagdes com intervalos
de trés semanas entre elas, Blouin et al.,
(2002) observaram que o0s animais
imunizados apresentaram um periodo pré-
patente maior, baixas parasitemias e menor
diminui¢do do volume globular, condizendo
com os resultados obtidos nos experimentos
anteriormente citados.

Figueroa Milla et al.(1999), utilizando
vacina comercial inativada no México,
encontrou diferenca na parasitemia entre
animais vacinados e ndo vacinados porem, a
vacina ndo protegeu os animais em infec¢@o
natural a pasto. A falha da vacina em
questdo foi justificada pela possivel
diferenga entre os antigenos vacinais ¢ do
desafio, ndo protegendo contra o desafio
heterdlogo.
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Kuttler et al., (1984), utilizando vacina
comercial inativada, observaram que esta
induziu nivel de imunidade satisfatoria ao
desafio com cepa de Anaplasma marginale
amostra Virginia (VAM) e foi pouco efetiva
ao desafio com a amostra da Florida
(FAM).Os autores sugerem que, estudos
epidemiologicos dos isolados de Anaplasma
marginale sejam feitos aonde ocorram
necessidade de vacinas inativadas .

3. MATERIAL E METODOS:

O experimento compreendeu a selecdo,
criacdo, vacinagao, desafio e
acompanhamento dos animais vacinados
com vacinas inativadas e desafiados
experimentalmente.

3.1. Local e periodo

O experimento foi conduzido nas instala¢des
da Clinica de Ruminantes do Departamento
de Clinica e Cirurgia Veterinarias da Escola
de Veterinaria - UFMG, no periodo de
Outubro de 2009 a Junho de 2010.

3.2. Criacéo dos Animais

Foram utilizados 20 bezerros machos
Holandeses Preto ¢ Branco (HPB), nascidos
entre Outubro e Novembro de 2009,
provenientes de uma fazenda de sistema
intensivo de exploragio leiteira, situada no
municipio de Inhauma/MG a 100Km de
Belo Horizonte.

Os animais nasceram em baias maternidades
com camas de feno, garantindo assim a nio
infestagdo por carrapatos. Logo apds o
nascimento, os umbigos foram curados com
iodo a 10% e a colostragem foi feita com
seis litros de colostro, dividida em duas
refei¢des, sendo a primeira duas horas e a
segunda 12 horas apds o nascimento.



As instalagdes da Clinica de Ruminantes do
Departamento de Clinica e Cirurgia
Veterinarias da Escola de Veterinaria da
UFMG compreendiam um galpdo de
alvenaria, aberto nas laterais e fechado com

telas, o que ndo permitiu a entrada de
moscas (figura 5). Este galpdo era lavado
diariamente e as fezes dos animais recolhida
duas vezes ao dia sempre antes do
arragoamento.

Figura 5. Instalagdes da Clinica de Ruminantes do Departamento de Clinica e Cirurgia da

Escola de Veterinaria da UFMG.

Ao chegarem ao galpdo, os animais com 24
a 48 horas de vida passaram por uma coleta
de sangue para obtengdo de soro e posterior
andlise de proteina plasmatica em
refratdbmetro manual. Em seguida, foram
alocados em baias com cama de serragem
(figura 6A) até a secagem do umbigo e,
posteriormente, foram transferidos para
baias individuais com tapete de borracha
(sistema tie stall) (figura 6B). As
acomodacdes estavam livres de carrapatos.

O aleitamento foi realizado até 45 dias de
idade com raspa de leite em pod' (130g/L)
diluido em 4dgua morna a 37°C, duas vezes
ao dia, sendo uma pela manhd e outra a
tarde. Até 30 dias de idade, os animais
receberam seis litros de leite e de 30 a 45
dias de idade, receberam quatro litros de
leite por dia.

: Raspa de leite — Itambé — Brasil

Foi oferecido concentrado comercial com
18% de proteina nas seguintes quantidades:
de 15 a 30 dias, ad libitum; de 30 a 60 dias,
um Kg/animal/dia e a partir de 60 dias até o
final da  fase  experimental, dois
Kg/animal/dia e agua ad libitum.

O feno foi oferecido a partir de 45 dias (trés
Kg/animal/dia) e posteriormente limitado
em seis Kg/animal/dia até o final do periodo
experimental. O feno e o concentrado
comercial também foram ofertados duas
vezes ao dia

Todos os animais foram banhados
semanalmente (bomba costal de 20L) com
acaricidas (amitraz’) na dilui¢io de 2mL/L e
na proporcdo de cinco litros da solugdo por
animal até o dia do desafio. Janelas, portas e
telas do galpdo também eram banhadas com
0 mesmo produto.

% Amitraz comercial: Triatox® Schering-Plough Coopers
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Figura 6. Acomodag¢des dos animais no galpdo do hospital veterinario da Escola de Veterinaria
de UFMG. 6A: Baias com cama de serragem. 6B: Baias individuais com tapete de borracha

(sistema tie stall).

3.3. Preparo de vacinas de Anaplasma
mrginale

A vacina foi desenvolvida e produzida no
laboratdrio de Protozoologia do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal
de Minas Gerais (ICB-UFMG), utilizando o
cultivo das cepas UFMGI e UFMG2 em
células de carrapato IDE8 conforme Bastos
et al., (2007).

O ntmero de corpusculos de inclusdo foi
determinado em cédmara hemocimétrica.
Foram contados cinco quadrados e o
resultado multiplicado por 5 x 10°. O
volume foi ajustado para 2mL de forma a
conter aproximadamente 3 x 10° corptisculos
de A.marginale.

A inativagdo do antigeno utilizou beta
propiolactone (BPL) e a determinagdo da
viabilidade dos corptsculos iniciais foi
acompanhada conforme técnica descrita por
Gray & Morris (1987). A técnica consistiu
em incubar um vol. da suspensdo de
A.marginale com quatro vol. de uma solugéo
DAF-BE (Diacetato de Fluoresceina-
Brometo de Etidio), por 10 minutos, a
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temperatura ambiente. Foi feito esfregaco e,
apos secagem, foi examinado sob imersdo
em microscopio de imunoflorescéncia. As
ricketsias viaveis apresentaram-se na cor
verde brilhante e as inativadas em roxo.
Foram utilizados dois adjuvantes para as
vacinas, sendo um oleoso € o outro a
saponina. Trés tipos de vacinas foram
produzidos: uma contendo corpusculos de
Anaplasma marginale + adjuvante oleoso,
outra contendo corpusculos de Anaplasma
marginale + sobrenadante da cultura +
saponina ¢ uma terceira vacina contendo
sobrenadante da cultura + saponina.

3.4. Grupos experimentais

Os bezerros (n=20) com idades entre 60 e 90
dias foram divididos aleatoriamente em
quatro grupos experimentais conforme
tabela 1. Neste momento foi realizada
pesquisa de babesia spp e Anaplasma
marginale através da técnica de esfregaco
sanguineo por trés dias consecutivos e
sorologia por ELISA. Todos os animais
foram negativos na pesquisa dos parasitas e
para a presenga de anticorpos.



Tabela 1. Grupos experimentais de bezerros vacinados com vacinas inativadas de A. marginale
cultivado em células IDES8, com intervalos de 22 dias entre a primeira e a segunda dose e 32
dias entre a segunda e a terceira dose, por via subcutanea. Belo Horizonte, 2010.

Grupo N° animais Tratamento
1 5 Vacina com adjuvante oleoso contendo 3 x 10° corptisculos de
Anaplasma marginale (3mL)
) 5 Vacina contendo 3 x 10’ corpusculos de Anaplasma marginale +
sobrenadante da cultura e adjuvante saponina (2mL)
3 5 Vacina com sobrenadante da cultura + saponina (2mL)
4 5 Solug¢do salina + solugdo oleosa (3mL)

Apds 32 dias da ultima dose vacinal, os
bezerros estavam entre cinco e seis meses de
idade e todos foram desafiados através da
inocula¢do endovenosa de 4. marginale
cepa UFMG2, na dose de 3x10° corptisculos
obtidos através de inoculagdo experimental
em bezerros esplenectomizados.

3.5. Monitoramento dos
experimentais

grupos

3.5.1. Exame clinico

Os animais foram monitorados diariamente
(antes e apos o desafio), no mesmo horario,
através da avaliac@o da temperatura corporal
e das freqiiéncias cardiaca e respiratoria. O
monitoramento deu-se até o dia em que os
animais alcangaram o hematécrito de 26%
apods serem tratados.

Foi considerado como periodo de incubagao
aquele compreendido entre o dia do
desafio com UFMG2 até o aparecimento
de corpusculos de 4. marginale. O
periodo patente compreendeu aquele da
primeira parasitemia até o tratamento. E o
periodo de convalescenca foi aquele
considerado apods o tratamento dos animais
com antibioticoterapia até o hematdcrito
de 26%

3.5.2. Avaliac¢do da imunidade humoral
Os soros dos animais experimentais foram

obtidos por pungdo de sangue da veia
jugular com tubo  vacutainer  sem

anticoagulante e em seguida o sangue foi
centrifugado a 3.500 rpm por 10 minutos em
centrifuga Excelsa Baby 1 (modelo 206-
FANEM".

A pesquisa ¢ titulagdo de anticorpos
IgG total anti-A. marginale foi realizada
através do teste ELISA, utilizando-se
os soros na diluicdo de 1:4000 (conforme
descrito por Saliki et al., 1998). Anticorpos
anti-A.marginale foram pesquisados
14 dias apds cada vacinacdo pelo teste
ELISA.

3.5.3. Avaliacio da parasitemia

A parasitemia dos animais foi avaliada
através de esfregago de sangue e citometria
de fluxo.

As amostras de sangue foram obtidas pela
pungdo da veia jugular, utilizando-se tubos
tipo vacutainer com EDTA. Esfregacos de
sangue foram confeccionados em laminas de
vidro e corados pelo corante PANOTICO.
Para a realizagdo da citometria de fluxo, os
tubos  vacutainer  continham  como
anticoagulante a heparina.

A técnica para realizacdo da citometria
consistiu nas seguintes etapas (técnica
adaptada de Gray e Moris., 1987 e Moretta
et al., 2008).

1) Adicionou-se 3 pl de sangue (coletado

com heparina) em 0,2 ul de Syto 16
(marcador de DNA em célula intacta) +
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ImL PBS 1X em tubos de FAC’s de
fundo arredondado em poliestireno.

2) Incubou-se por 30 minutos a 37°C ao
abrigo da luz;

3) Lavou-se os tubos com 2mL PBS 1X
(utilizando centrifuga a 1300 rpm por 10
minutos), a 18°C

4) Inverteu-se o tubo para retirada do
sobrenadante;

5) O pélete (residuo que ficou no tubo) foi
ressuspendido em 1mL de PBS 1X;

6) Realizou-se a leitura em citdometro de
fluxo (FACSCALIBUR - Becton
Dickinson - USA) e, para leitura e
analise dos dados, utilizou-se o
programa Cell-Quest.

Antes do desafio (dia 0), esfregacos
de sangue foram realizados semanalmente.
Apbs o desafio, a freqii€éncia de realizagdo
dos esfregacos foi de trés em trés dias
até o  aparecimento da  primeira
lamina positiva. A partir de entdo, os
esfregacos foram realizados diariamente.
Foram lidos 10 campos por Iamina
de esfregaco em microscopio Otico no
aumento de imersdo (aumento de 100x),
contendo aproximadamente 200 eritrocitos
por campo.

A citometria de fluxo foi realizada nos dias
sete, 14, 17, 20, 23, 27, 29, 31, 34, 36 ¢ 38
apods o desafio dos animais.

3.5.4. Avaliacdo do hematdcrito

A realizagdo de microhematdcrito para
obten¢do do volume globular foi realizada
utilizando-se tubos capilares das amostras de
sangue coletadas diariamente conforme
descrito  acima. Estes tubos foram
centrifugados a 10.000 rpm por 5 minutos
em centrifuga para micro hematdcrito
(SIGMA 1-15%) e em seguida foi feita a
leitura em cartdo de leitura para hematocrito
(FANEM™.
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Antes do desafio (dia 0), a analise do VG foi
realizada semanalmente. Apds o desafio, a
freqiiéncia de realizagdo do VG foi de trés
em trés dias até o aparecimento da primeira
lamina positiva. A partir de entdo foram
realizados diariamente até o final do periodo
experimental.

3.5.5. Tratamento dos animais

O parametro escolhido para a avaliacdo da
necessidade de tratamento dos animais foi o
VG. Gale et al., (1996) consideraram o VG
de 15% incompativel com a vida em
situagdes de campo. Entretanto, para escolha
do pardmetro utilizado neste experimento
foram utilizados os dados de Coelho (2007).
Assim, definiu-se que os animais seriam
tratados quando o valor do VG atingisse o
limite inferior de 10%.

O tratamento foi realizado com um

antibidtico parenteral (enrofloxacino
7,5mg/Kg’, em dose unica). (Carvalho et
al., 2008 — comunicagdo pessoal)) este

antibidtico possui Otima acdo para bactérias
intracelulares, como o A. marginale.
Tratamento suporte com fluidoterapia oral ¢
corre¢do acido-basica com bicarbonato a
8,4% endovenosa também foram feitos.

4. ANALISE ESTATISTICA

Para as variaveis parasitemia obtida por
esfregaco  de  sangue,  hematdcrito,
freqiiéncia cardiaca e respiratoria e
temperatura retal, o delineamento foi
inteiramente ao acaso em parcelas
subdivididas,  constituido  por  cinco
repetigdes cada tratamento (sendo o bezerro
a repeticdo). As parcelas foram compostas
pelos grupos (trés grupos vacinados e um
grupo controle ndo vacinado) e as
subparcelas pelos dias referentes ao periodo
de paténcia e convalescenga da doenca

3.
Kinetomax® - Bayer



(Sampaio,  2007). O  delineamento
experimental para a varidvel parasitemia
aferida por citometria de fluxo foi 0 mesmo
das demais variaveis anteriormente citadas,
com excecdo dos dias que constituiram o
fator da subparcela, uma vez que foram
considerados os periodos de incubagio,
paténcia e convalescénga.

O teste de Fisher foi utilizado para comparar
as médias dos tratamentos das parcelas para
as variaveis “freqliéncia cardiaca ¢
hematocrito”. A variavel hematodcrito foi
transformada pela equacdo: raiz (variavel).
As  variaveis  freqiiéncia  respiratéria,
temperatura retal e parasitemia obtida por
esfregaco  violaram o principio de
normalidade e homogeneidade e as médias
dos tratamentos foram comparadas pelo teste
de Kruskal-Wallis (Sampaio, 2007). A
variavel parasitemia obtida por citometria de
fluxo violou o principio de normalidade e
homogeneidade e os tratamentos foram
comparados pelo teste de Kruskal-Wallis
(Sampaio, 2007).

Para as variaveis, periodo de incubagdo (PI),
periodo de paténcia (PP) e periodo de
convalescenca (PC) o  delineamento
experimental foi inteiramente ao acaso,
constituido por quatro tratamentos (grupos)
e cinco repeticdes (bezerros). O teste de
Fisher foi utilizado para comparar as médias
entre os grupos para as variaveis PP e PC. A
variavel PC foi transformada pela equagao:
raiz (PC). A variavel PI violou os principios
de normalidade e homogeneidade das
variancias, sendo analisada pelo teste de
Kruskal-Wallis (Sampaio, 2007).

Como nio houve efeito das respostas
estudadas (freqiéncia cardiaca, freqiiéncia
respiratoria, temperatura retal, hematdcrito,
parasitemia por citometria de fluxo e por
esfregaco de sangue) entre os grupos. Foi
realizada a correlacdo de Spearman entre as

variaveis para verificar o efeito das mesmas
sobre os animais durante o curso da doenca
(Sampaio, 2007).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Soroconversio

Todos os animais vacinados com as vacinas
inativadas  contendo  corpusculos  de
Anaplasma marginale (vacina contendo 3 x
10° corptsculos de Anaplasma marginale +
adjuvante oleoso, vacina contendo 3 x 10°
corpusculos de Anaplasma marginale +
sobrenadante da cultura + saponina) bem
como a vacina constituida de proteinas
soluveis (vacina com sobrenadante da
cultura + saponina), soroconverteram na
titulagdo de 1:4000, ou seja, apresentaram
anticorpos contra o agente Anaplasma
marginale antes de entrarem em contato
com o mesmo. O grupo ndo vacinado se
manteve soronegativo até o desafio,
mostrando a ndo ocorréncia de transmissao
natural durante o experimento € que o
esquema de controle no qual os animais
foram criados foi eficiente.

Todos os animais vacinados nos dias -86, -
64 ¢ — 32, tendo o dia zero como dia do
desafio, apresentaram anticorpos contra o
agente, duas semanas apos cada etapa da
vacinagdo. A presenga de anticorpos contra
Anaplasma marginale e/ou suas proteinas
soluveis, demonstrou que estes animais
responderam a vacinag@o positivamente com
produgdo de imunoglobulinas.

A soroconversio ¢ condizente com o0s
encontrados por Rodrigues et al., (2000),
Kocan et al., (2001), Blouin et al., (2002) e
de la Fuente et al., (2002), que encontraram
titulagdo maxima duas semanas apds a
aplicac@o da ultima dose da vacina.
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Tabela 2. Experimentos com vacinas de Anaplasma marginale cultivadas em células de
carrapato IDE8, em relagdo a idade dos animais, nimero de doses ¢ intervalos entre elas,
tamanho do desafio e cepa utilizada, assim como o tempo para desafio apds a ultima dose da
vacina

Autores Idade dos N’ de doses e Desafio Cepa Tempo para o
animais intervalos (corpusculos  utilizada para  desafio apos
de desafio ultima dose
A.marginale)
Presente 6 meses 3 (32 e 22 dias) 3x10° UFMG2 32 dias
experimento
Kocan et al. 12 meses 2 (30 dias) 1x10° Virginia 10 semanas
(2001)
Blouin et al. Nc 4 (21 dias) 3x10° Nc 4 semanas
(2002)
de la fuente et Nc 3 (21 e 14 dias) 60 carrapatos Oklahoma 8 semanas
al. (2002) infectados

*nc — ndo citado pelos autores

5.2. Periodo de incubacdo, periodo de espontaneamente em seguida.
paténcia e periodo de convalescenca.
O periodo de incubagdo encontrado neste

Todos os animais desafiados com a amostra experimento foi de 20 dias, o periodo

UFMG2 apresentaram parasitemia e 16
animais requereram tratamento por atingir o
volume globular de 10%. Dos quatro
bezerros nao tratados, dois pertenciam ao
grupo controle, um ao grupo um e outro do
grupo dois. Um dos animais do grupo
controle permaneceu com VG normal
enquanto os outros apresentaram queda
intensa (VG de 11, 13 e 14% e PP de 20, 23
e 18 dias respectivamente) recuperando-se

patente variou de 10,4 a 12,3 dias e o
periodo de convalescenca de sete a 13,8
dias. Nao ocorreu diferenca (p>0,05) entre
os tratamentos em relacdo a duracdo do
periodo de incubagido, periodo de paténcia e
periodo de convalescenca. (Tabela 3).

A Figura 7 representa a linha do tempo
relativa aos dias de vacinacdo, desafio ¢
monitoramento dos animais.

Tabela 3. Valores em dias do periodo de incubagio (PI) ', periodo de paténcia (PP) e periodo de
convalescenca (PC), em fungdo do desafio de bezerros com corpusculos de Anaplasma
marginale (3 X 10%), cepa UFMG?2, nos tratamentos, apds protocolo de vacinagio

GRUPOS PI’ PP’ pC’
1 20,0* 10,4% 7,04
2 20,0* 11,8* 13,8*
3 20,0* 12,3% 9,24
4 20,0* 12,34 93"
CV - 38,7% 28,3%
'Periodo de incubagdo considerado do desafio ao aparecimento de ricketsemia positiva no esfregago

sanguineo.

*Medianas seguidas de letras iguais na coluna sdo semelhantes pelo teste de Kruskal-Wallis (p>0,05).
*Médias seguidas de letras iguais na coluna sdo semelhantes pelo teste de Fisher (p>0,05).

Grupo 1: vacina contendo 3 x 10’ corpusculos de Anaplasma marginale + adjuvante oleoso. Grupo 2:
vacina contendo 3 x 10° corpusculos de Anaplasma marginale + sobrenadante da cultura + saponina
(adjuvante).Grupo 3: vacina com sobrenadante da cultura + saponina. Grupo 4: solu¢do salina + solugdo
oleosa
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Figura 7. Linha do tempo relativa aos dias de vacinacdo, desafio e monitoramento dos animais.

|:| Dias de vacinagdo (dias -86, -64 ¢ -32). Dias que os animais foram vacinados, em relagdo ao dia do

desafio.

. . . . . 5 , . .
. Desafio dos animais (dia 0). Animais desafiados com 3 x 10” hemacias parasitadas com amostras de

A. marginale UFMG2.

. Periodo de incubagdo (dia 0 ao dia 17) considerando a leitura da citometria de fluxo. Dia da

inoculagdo até o dia do aparecimento da primeira parasitemia.

. Periodo de incubacdo (dia 0 ao dia 20) considerando a leitura do esfregaco de sangue. Dia da

inoculagdo até o dia do aparecimento da primeira parasitemia.

|:| Periodo de paténcia (dia 17 ao dia 32). Inicio dos sinais clinicos até o dia do tratamento.

. Periodo de convalescenga (dia 33 em diante). Dia 1 apds o tratamento até o hematodcrito alcangar o

limite superior de 26%.

Bastos (2009), utilizando a mesma cepa do
presente experimento, porém com uma carga
infectante mais elevada (5x107) encontrou
um periodo de incubagdo médio de 13 dias.
Possivelmente, a diferenca encontrada entre
o PI do presente trabalho (20 dias) e o
observado por Bastos et al. (2009) (13 dias)
deve-se a diferenca na dose de desafio
utilizada (3 x 10° e 5 x 10’ respectivamente),
uma vez que a cepa utilizada foi a mesma
(UFMG 2) bem como as condi¢des
experimentais. Nas duas situagdes foram
utilizados bezerros oriundos da mesma
propriedade e da mesma raca assim como a
maneira de criagdo e tempo para o desafio.
Estes resultados condizem com o descrito
por Kocan et al., (2003), que concluiram
que o periodo de incubagdo da anaplasmose

dependente do numero de organismos da
dose infectante. No entanto, Gale et al.,
(1996), utilizando doses 10" (7,3 dias de
PI), 10® (13,9 dias de PI) e 10° (19,9 dias de
PI) corpusculos de A. marginale  para
desafiar os animais, e Rodriguez et al,
(2000) utilizando doses de desafio de 1x10°,
n3o encontraram diferenca estatistica em
relagdo ao periodo de incubagdo, resultados
estes, que possivelmente podem ser
atribuidos as altas doses utilizadas para o
desafio dos animais.

Em experimento semelhante, Kocan et al.,
(2001), ndo encontraram diferenca (p>0,05),
entre o periodo de incubagdo do grupo
vacinado com vacina inativada produzida
por cultivo celular e o grupo ndo vacinado.
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O periodo de paténcia médio observado foi
de 11,7 dias (tempo entre o inicio da
parasitemia e o dia em que o hematdcrito
atingiu o valor de 10%). Possivelmente, isto
se deve a carga de desafio (3 x 10°),
considerada alta e viruléncia da amostra
utilizada. A cepa UFMG 2 (Genbank acsses
number EU676175) ¢ uma amostra de
A. marginale sem apéndice, considerada
de alta patogenicidade (Bastos et al.,
2009). Esta autora encontrou periodo
paténcia de 14 dias, trabalhando com a
mesma amostra na dose de 10’ corpusculos
de A. marginale.

O periodo de convalescenga compreendeu
o tempo apds o tratamento (dia no qual
o hematocrito dos animais atingiu 10%)
até¢ retornar a 26%, pardmetro minimo
considerado dentro da normalidade (26
a 42%) por Mayer et al., (1995). Como
o acompanhamento do periodo de
convalescenca foi curto, a observagdo
das ricketsemias e das oscilagdes de
hematécrito até a sua estabilizagdo foi
influenciado pelo tratamento terapéutico
realizado. Isso explica os valores baixos para
o periodo de convalescenga observado na
tabela 3.

5.3. Avaliacao da Parasitemia

Uma vez que ndo foram observadas
diferengas entre os grupos para a duragdo de
PI, PP, e de convalescenga, o
comportamento da doenga sera analisado
considerando como dia zero aquele de
menor volume globular e alinhando os dias
para cada animal em relacdo a esse dia.

A citometria de fluxo foi realizada em
intervalos diferentes das outras variaveis e,
portanto, os dados serdo apresentados na
sequéncia das coletas, sem a corre¢do acima.
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5.3.1. Esfregaco de sangue

Nao houve efeito de tratamento sobre a
resposta parasitemia, aferida por esfregaco
de sangue, independente dos grupos.
Quando foram analisadas as médias dos
grupos em relacdo aos tempos, foi observada
diferenga (p<0,05) entre os dias.

No presente trabalho os valores médios
maximos observados para a parasitemia
foram 12,8% e 18,18% (através da utilizagio
de esfregacos sanguineos e citometria de
fluxo, respectivamente), valores muito
acima dos encontrados na infec¢do natural
(Keiser et al., 1990) (Tabela 4 ¢ 5)

Quando analisa a parasitemia ao longo dos
dias (-7 a 12), dias estes compreendidos
pelos periodos de paténcia e de
convalescenca, passando pelo dia 0 (dia de
menor  hematdcrito),  observa-se  um
comportamento inicialmente ascendente,
onde esta sobe até o limite maximo um dia
dia antes do valor minimo de hematdcrito,
tomando uma dire¢do descendente até os
limites basais logo em seguida. Durante este
mesmo periodo, também ocorre 0 aumento
de outras variaveis como FC, FR ¢ TR. Esta
queda abrupta dos valores da parasitemia se
deve ao fato de todos os animais, com
excecdo de dois, terem sido tratados para
evitar a morte no dia 0 (Figura 8).

O comportamento da parasitemia seguiu o
curso normal da doenca, tendo a forma da
curva, sendo influenciada pelo tratamento no
dia 0. Caso estes ndo fossem tratados e ndo
viessem a Obito, o declive da curva seria de
maneira mais suave e prolongada.

Segundo os dados apresentados pela Tabela
4, ndo houve efeito de tratamento sobre a
resposta parasitemia pelo esfregaco de
sangue, independente dos grupos.



Tabela 4. Valores médios da parasitemia (%), medida através de esfregacos de sangue, em
funcdo dos dias e dos tratamentos de bezerros desafiados com corptsculos de Anaplasma
marginale (3 X 10°), cepa UFMG?2, apés protocolo de vacinago

Dias

Grupos -6 -5 -4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 Média
108 14 58 87 102 74 89 40 0,3 0,7 00 00 00 00 00 00 00 00 00 25"
2 07 27 56 11,0 12,0 132 44 29 1,1 0,4 04 00 0,1 02 0,0 0,1 02 0,1 08 2,9*
308 1,5 33 76 103 12,6 149 44 3,0 1,2 02 02 00 00 00 00 0,1 02 00 32*

4 01 27 35 92 82 103 104 46 0,9 0,5 0,1 1,9 00 00 00 00 O

, R 0 00 00 28"
Média 0,60% 2,07 4,54 9,16™ 10,17 10,89" 9,64™ 4,01° 1,31™% 0,68™* 0,16* 0,51° 0,02° 0,04* 0,01* 0,03* 0,07* 0,07* 021*

Médias seguidas de letras distintas, maitisculas na coluna e minusculas na linha, sdo estatisticamente diferentes pelo
teste de Kruskal-Wallis (p<0,05).

Grupo 1: vacina contendo 3 x 10° corptsculos de Anaplasma marginale + adjuvante oleoso

Grupo 2: vacina contendo 3 x 10° corpisculos de Anaplasma marginale + sobrenadante da cultura + saponina
(adjuvante)

Grupo 3: vacina com sobrenadante da cultura + saponina

Grupo 4: solugdo salina + solug@o oleosa

Dia 0: dia de menor hematdcrito

©
£10.0

Parasitel

4/4'&%4%4;’%&
6 54-3-2-1012345¢6 78 9101112
Tempo (dias)
|+Grupo4 —=— Grupo 3 Grupo 2 Grupo1‘

Figura 8. Comportamento dos valores médios da parasitemia medida por esfregago de sangue no
periodo de paténcia e de convalescenga, na anaplasmose induzida pela inoculagdo de corptisculos de
Anaplasma marginale (3 x 10°) cepa UFMG2 (considerada de alta patogenicidade), em bezerros
HPB (n=20), com 6 meses de idade.(Grupo 1: vacina contendo 3 x 10° corptsculos de Anaplasma
marginale + adjuvante oleoso; Grupo 2: vacina contendo 3 x 10° corpusculos de Anaplasma
marginale + sobrenadante da cultura + saponina (adjuvante); Grupo 3: vacina com sobrenadante da
cultura + saponina; Grupo 4: solucdo salina + solucdo oleosa). Alinhamento de dados tendo o dia
zero o de menor hematocrito. Belo Horizonte, 2010.

5.3.2. Citometria de fluxo

A analise da parasitemia aferida por citometria
de fluxo foi realizada semanalmente, enquanto
a por esfregaco de sangue foi realizada
diariamente.

Nao houve efeito de tratamento sobre a
resposta parasitemia, aferida por citometria de
fluxo, independente dos grupos. Quando se
comparou cada grupo isoladamente em relagio
aos dias, pode ser observada diferenca
(p<0,05).

Ao analisar o grupo 1, observa-se parasitemia
elevada em relacdo a outros dias no periodo
compreendido entre os dias 29 e 36 pos
inoculagdo e em seguida nota-se uma queda no
valor dos mesmos. No grupo 2, este aumento
deu-se inicio no dia 27, permanecendo elevado
até o dia 36. No grupo3, a elevagdo foi mais
tardia em relagdo aos grupos anteriores,
permanecendo num nivel mais elevado durante
os dias 31 a 36, decrescendo logo em seguida.
O ultimo grupo apresentou o maior valor de
parasitemia nos dias 34 a 36.
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Os dados da tabela 5 demonstram que ndo variaveis  apresentam uma  correlagdo

houve efeito dos tratamentos sobre a resposta negativa. Apds alcangar o seu pico, a
parasitemia mensurada através da citometria parasitemia decresceu a niveis basais
de fluxo, independente dos grupos. (aproximadamente 3%). O tratamento foi
A parasitemia sai do valor zero no dia 17 ¢ realizado quando o hematdcrito atingiu 10%.
alcanca seu valor maximo nos dias 35 ¢ 36, Nesta ocasido as parasitemias estavam no
condizendo com o valor mais baixo do pico ou préximo dele (Figura 9).

hematdcrito, o que demonstra que estas duas

Tabela 5. Valores do percentual de parasitemia medida por citometria de fluxo em fun¢do dos
dias e dos tratamentos de bezerros desafiados com corpusculos de Anaplasma marginale
(3 x 10%), cepa UFMG?2, ap6s protocolo de vacinago

Dias
Grupos 7 14 17 20 23 27 29 31 34 36 38 mediana
1 07 0° 0,22 029%™  064™ 516 880 13,08 9,09 863 2517 0,64"
2 0° 0° 025% 0,24 0,63 574" 1325 1724 12,64% 2229% 420" 2,04"
3 0" 0° 023%™ 029" 050 380%™ 14,13 2321 3332% 2745 465" 1,714
4 0" 0" 036 029" 055"  2,00™  10,01" 1548" 13,53"™ 1144 4,65 0,68"

Medianas seguidas de letras iguais, maitisculas na coluna e minusculas na linha sdo estatisticamente semelhantes pelo teste de
Kruskal-Wallis (p>0,05)

Grupo 1: vacina contendo 3 x 10° corpusculos de Anaplasma marginale + adjuvante oleoso

Grupo 2: vacina contendo 3 x 10° corpusculos de Anaplasma marginale + sobrenadante da cultura + saponina (adjuvante)

Grupo 3: vacina com sobrenadante da cultura + saponina

Grupo 4: solugdo salina + solugdo oleosa.

35 1

30

25 4

20 4

15 1 /,_/'\‘

10 4

2] /A\\

0+ T T T T T 1
7 14 17 20 23 27 29 31 34 36 38

Tempo (dias)

Parasitemia %

| —e— Grupo 1 —=— Grupo 2 grupo 3 Grupo 4 |

Figura 9. Comportamento dos valores médios da parasitemia medida por citometria de fluxo na
anaplasmose, nos periodos de paténcia e de convalesceng¢a induzida pela inoculagdo de
corpusculos de Anaplasma marginale (3 x 10°), cepa UFMG2 (considerada de alta
patogenicidade), em bezerros HPB (n=20), com 6 meses de idade. (Grupo 1: vacina contendo 3
x 10” corpusculos de Anaplasma marginale + adjuvante oleoso; Grupo 2: vacina contendo 3 x
10° corpusculos de Anaplasma marginale + sobrenadante da cultura + saponina (adjuvante);
Grupo 3: vacina com sobrenadante da cultura + saponina; Grupo 4: solugio salina + solugo
oleosa). Belo Horizonte, 2010.

Nao foi observado efeito da vacinac¢do sobre cultivo de anaplasma em células IDES,
a parasitemia aferida pelo método de protegeu parcialmente contra a doenga,
esfregaco sanguineo e citometria de fluxo. sendo a ricketsemia menor (p < 0,05) para os
Estes resultados diferem dos encontrados grupos vacinados, desafiados com a
por de la Fuente et al, (2002) que infestagdo artificial de carrapatos infectados.
observaram que a utilizagdo de vacina A ricketsemia maxima encontrada, através
inativada produzida através da utilizagdo de da leitura em citometria de fluxo, foi de
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6,4%. No presente trabalho, a parasitemia
alcancou valores mais altos do que os
observados por de la Fuente et al., (2002a) e,
este fato, possivelmente estd relacionado as
diferengas entre os métodos de desafio.

Kocan et al.,, (2001) encontraram uma
resposta positiva para os animais vacinados
com vacinas inativadas, uma vez que a
parasitemia e a redugdo de VG foi
significativamente =~ menor no  grupo
vacinado. Porém, o experimento foi
realizado com animais de 12 meses de idade,
duas doses de vacinas com intervalos de 30
dias, uma dose de desafio trés vezes menor
(1x10°)  comparado com o  atual
experimento, e talvez a cepa utilizada para
desafiar os animais (Virginia) ndo seja tdo
patogénica como a UFMG2.

A parasitemia observada no presente
experimento seguiu o curso normal da
doenga, porém em um valor mais elevado,
pois os animais foram inoculados
experimentalmente e apresentaram valores
que atingiram 33,32%, concordando com
Blouin et al.,, (2002) que encontraram
valores semelhantes (32%) apos desafio com
corpusculos de anaplasma (3 x 10°, 4
semanas apos a ultima de quatro doses com
intervalos de 21 dias. No experimento
realizado por estes autores, todos os animais
inoculados desenvolveram sinais clinicos de
anaplasmose, com o grupo vacinado
apresentando 47,5% de reducdo de VG e o
grupo controle 62% e periodo de incubagao
de 25,5 e 22,5 dias respectivamente,
podendo os pesquisadores concluir que a
vacinagdo com a vacina inativada produzida
através do cultivo celular em células IDES
induz forte resposta humoral, mas esta
resposta ndo foi efetiva para controlar a
doenca, indicando que altos titulos de
anticorpos, nem sempre ird proteger o
animal da doenca clinica.

E possivel concluir que a vacinagdo nio
interferiu no nimero de animais enfermos
apos desafio, periodo de incubagéo, periodo

de paténcia e de convalescenga e
parasitemia, apesar da soroconversio ter
ocorrido em todos os animais vacinados.

5.4. Hematodcrito

Nao houve interagdo entre a parcela ¢ a
subparcela. Nao houve efeito (p>0,05) de
grupos sobre a resposta hematocrito,
independente dos dias. Independente dos
grupos ocorreu efeito (p<0,05) dos dias
sobre a resposta hematocrito.

Durante o periodo analisado, dias -6 a 12,
tempo este compreendido entre o periodo de
paténcia e de convalescenga, o grupo 1, o
grupo 2, o grupo 3 e o grupo 4, apresentaram
uma diminui¢do por igual nos valores dos
hematocritos a partir do dia -6, chegando a
um valor minimo de 10% no dia zero, sendo
este o dia de tratamento dos animais. Apds
este dia, no dia 1 o hematdcrito iniciou sua
recuperacdo, atingindo valores considerados
normais por volta do dia 11. Quando se
comparou as médias dos grupos, ndo
observou diferenga (p> 0,05).

Dos cinco animais do grupo controle, trés
adoeceram e necessitaram de tratamento,
considerando-se os mesmos indices de
hematocrito  apresentados —anteriormente.
Dois destes animais ndo precisaram ser
tratados sendo que um deles chegou ao
limite inferior de VG de 11% e no dia
seguinte retornou para 18%. Apds esta
queda, seu volume globular (VG) ndo mais
baixou. O outro animal manteve seu VG
sempre dentro dos parametros considerados
normais por Mayer et al., (1995). Dos
quinze animais vacinados durante o
experimento,  treze  necessitaram  de
tratamento apds o desafio para prevenir a
morte. Em condi¢des naturais de campo, na
maioria das vezes a doenga ocorre de forma
sub clinica, ndo necessitando de tratamento,
sendo a forma clinica de manifestagdo
esporadica (Oliveira et al., 1992).
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Nos dia -4 a 10 os valores de hematocrito
estdo abaixo dos padrdoes normais em
relacdo aqueles citados por Mayer et al.,
(1995), sendo, portanto, indicativos de
anemia.

Antes do dia -6, periodo, considerado de
incubagdo (auséncia de doenga clinica), os
animais apresentavam a média de hematdcrito
dentro de limites normais, entre 30 e 35%.
Com o decorrer da doenga, os valores de
hematocrito cairam, chegando ao limite
minimo no dia 0 (10%). Apds este momento, o
hematocrito voltou a subir, comeg¢ando entdo o
periodo de convalescenga.

Como o periodo de monitoramento dos
animais apds o tratamento dos mesmos neste
experimento foi curto (12 dias), ndo foi
possivel observar a variacdo dos valores de
VG no decorrer dos dias. Os resultados
encontrados por Coelho (2007), através do
acompanhamento dos animais por um
periodo de 75 dias apds tratamento,
demonstram que os valores de hematdcrito
observados nesse periodo ndo alcancam os
valores demonstrados antes do desafio.

Analisando os dados de todos os animais
independente dos grupos observou-se uma

relacdo entre o hematocrito € o tempo,
durante o periodo patente e de
convalescenca, gerando uma equacdo de
regressdo (Y = 0,0202117 x* — 0,350404 x +
5,39084) com r* de 76,78% (p< 0,001). Esta
analise foi realizada utilizando-se a escala de
tempo de 0 a 17, pois o programa utilizado
para analise estatistica ndo aceita numeros
negativos. Desta forma, o tempo zero da
regressdo corresponde ao dia -6 (inicio do
periodo patente) apresentado na tabela 6.

A equagdo de regressdo do hematocrito foi
feita em cima de dados transformados pela
raiz do hematdcrito, portanto, para saber o
valor do mesmo em relagdo aos dias, deve-
se elevar o resultado final ao quadrado. Por
exemplo: Hematocrito no dia 11:

Y = 0,0202117 (11> — 0,350404 (11) +
5,39084 =3.9

Portanto, pela equagao, no dia 11 o HT seria
3,9. Entretanto o valor 3,9 € decorrente da
transformacdo radicial dos dados originais.
Desta forma, a resposta final deve ser
elevada ao quadrado. Assim 3,9=15,2.
Portanto, no dia 11 o valor do HT seria
15,2%.

Tabela 6. Valores do hematodcrito em funcio dos dias e dos tratamentos de bezerros desafiados
com corpusculos de Anaplasma marginale (3 X 10%), cepa UFMG2, apds protocolo de

vacinagao
Dias
Grupes -6 5 4 3 2 -1 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 _ Média
1 273 265 248 193 157 133 105 128 140 160 170 188 204 21,6 21,6 222 235 253 195
2 288 267 21,7 193 157 140 103 117 150 168 183 182 202 21,7 225 228 247 255 197°
30282 267 247 195 173 133 98 117 115 137 145 152 163 180 202 21,0 21,7 216 180"
4 274 256 220 204 192 162 136 162 168 184 20,6 224 21,5 228 250 243 263 268 214"
Média 279 264 233 196 170 142 11,1 13,1 143 162 176 186 196 21,0 223 226 240 248 *
CV=128,6%

* Efeito quadratico significativo para a subparcela “dias” pelo teste F (p<0,001)
AMédias semelhantes para o tratamento “grupos” pelo teste F (p>0,05)
Variavel transformada pela equag@o: raiz (variavel) e modelo de regressdo estimado através dos dados transformados. Entretanto,

dados apresentados na tabela sdo os observados.

Grupo 1: vacina contendo 3 x 10° corpusculos de Anaplasma marginale + adjuvante oleoso
Grupo 2: vacina contendo 3 x 10° corpusculos de Anaplasma marginale + sobrenadante da cultura + saponina (adjuvante)

Grupo 3: vacina com sobrenadante da cultura + saponina
Grupo 4: solugdo salina + solugdo oleosa

Dia 0 = dia em que os animais apresentaram menor valor de hematocrito e foram tratados.
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Figura 10. Comportamento dos valores médios do hematécrito na anaplasmose, induzida pela inoculagdo
de corpusculos de Anaplasma marginale (3 x 10°), cepa UFMG2 (considerada de alta patogenicidade),
em bezerros HPB (n=20), com 6 meses de idade. (Grupo 1: vacina contendo 3 x 10° corpusculos de
Anaplasma marginale + adjuvante oleoso; Grupo 2: vacina contendo 3 x 10° corpusculos de Anaplasma
marginale + sobrenadante da cultura + saponina (adjuvante); Grupo 3: vacina com sobrenadante da
cultura + saponina; Grupo 4: solugdo salina + solugdo oleosa). Dia 0 = dia em que os animais
apresentaram menor valor de hematdcrito e foram tratados.

Belo Horizonte, 2010.
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Figura 11: Analise de regressdo do comportamento do hematdcrito em relagdo ao tempo, durante
periodos de patencia e convalescenga da anaplasmose em bezerros (n=20) com 6 meses de idade,
infectados experimentalmente com inoculag¢do de corpusculos de Anaplasma marginale (3 x 10°), cepa
UFMG?2 (considerada de alta patogenicidade). Belo horizonte, 2010.

Os resultados do presente experimento
condizem com os encontrados por Gale et
al., (1996) que, desafiando animais com
diferentes  quantidades de  eritrocitos
infectados, observaram que independente da
carga infectante, todos os animais

apresentaram redu¢do no volume globular,
resultando em algum grau de anemia.
Animais com VG abaixo de 15% foram
tratados no trabalho de Gale et al., (1996),
para evitar a morte.
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Estes resultados diferem dos encontrados
por Rodriguez et al., (2000) que observaram
menores valores de hematocrito para o
grupo controle em relagdo aos valores
observados para os grupos vacinados
(p < 0,01), porém, os animais (mesti¢os)
desafiados tinham 18 meses de idade e o
desafio foi realizado com uma dose de 5x10°
corpusculos de A. marginale, tendo como
intervalo entre vacina¢des 21 dias (duas
doses), e o desafio realizado 87 dias apds a
ultima vacinagdo. Kocan et al., (2001), apos
vacinar bezerros holandeses de 12 meses de
idade com duas doses de vacinas com
intervalo de 30 dias entre elas e desafiar
apds 10 semanas da ultima vacinagdo, com
dose de 1x10°, observaram que a queda do
VG dos animais pertencentes ao grupo
vacinado foi significativamente menor do
que a do grupo controle, o que também

diferiu do presente experimento. Entretanto,
estes autores utilizaram um desafio maior e
menor respectivamente € um tempo maior
entre a ultima dose da vacina e o desafio (87
dias e10 semanas), tempo este que pode ter
influenciado na constru¢do de uma resposta
humoral mais solida pelos animais. Outra
possibilidade pode ser a cepa utilizada para
o desafio.

Os resultados de Blouin et al., (2002)
também diferem do encontrado no presente
trabalho, pois estes autores encontraram
diferenca (p < 0,05) entre os grupos
vacinados e controle para os valores de
hematocrito, porém este autor, utilizou
protocolo de vacinagdo com 4 doses
intervaladas de 21 dias e desafio de 3x10°
corpusculos de A. marginale 30 dias apos a
ultima vacinagao.
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Figura 12. Comportamento dos valores do hematdcrito ¢ da parasitemia por esfregago de sangue na
anaplasmose no periodo de paténcia e de convalescen¢a, em bezerros HPB (n=20), com 6 meses de idade,
vacinados (Grupo 1: vacina contendo 3 x 10° corpusculos de Anaplasma marginale + adjuvante oleoso;
Grupo 2: vacina contendo 3 x 10° corpusculos de Anaplasma marginale + sobrenadante da cultura +
saponina (adjuvante); Grupo 3: vacina com sobrenadante da cultura + saponina; Grupo 4: solu¢@o salina +
solugdo oleosa) e desafiados pela inoculagio de corpusculos de Anaplasma marginale (3 x 10°) cepa
UFMG2 (considerada de alta patogenicidade). Dia 0 = dia em que os animais apresentaram menor valor

de hematocrito e foram tratados. Belo Horizonte, 2010.
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5.5. Parametros clinicos

tenham
da

vacinados

intensidade
diferiu  entre  os
tratamentos, sendo que todos eles
apresentaram a mesma sintomatologia
clinica do grupo ndo vacinado (anemia,
inapeténcia, febre, constipagdo e letargia).

Embora os animais
soroconvertido, a
enfermidade  ndo

5.5.1. Frequéncia cardiaca e freqiiéncia
respiratoria

Apds um PI de 20 dias, seguiu-se um PP
com duracdo média de 11,7 dias. Assim, a

partir do dia 21, todos os animais
apresentavam certo grau de doenga clinica
como inapeténcia, febre, palidez de

mucosas, fraqueza e ictericia, sintomas que
também foram descritos por Coelho (2007),
desafiando animais com a amostra UFMG2.

O comportamento da FC foi semelhante
entre os quatro grupos (p>0,05). Todos os

grupos apresentaram efeito dos dias sobre os
valores de FC (p<0,05) (Tabela 7).

Quando comparadas as médias entre o grupo
1, o grupo 2, o grupo 3 e o grupo 4, observa-
se que o periodo em que ocorre 0 aumento
da freqiiéncia cardiaca ¢ o mesmo periodo
em que se observam os menores valores de
hematocrito, ou seja, o aumento da variavel
freqiiéncia cardiaca atua como um
mecanismo de compensagdo na anemia
(Coelho, 2007).

A partir do dia -6 até o dia 5, os valores de
FC estdo acima dos parametros normais
(Dirksen et al., 1993), sendo o dia de maior
elevacio o mesmo dia de menor
hematocrito, ou seja, o dia zero.
Concomitantemente com a elevagao do
hematdcrito, ocorre a diminuicdo e
estabiliza¢do da FC. O comportamento foi o
mesmo para todos os grupos.

Tabela 7. Valores da freqiiéncia cardiaca em fungdo dos dias e dos tratamentos de bezerros desafiados
com corpusculos de Anaplasma marginale (3 x 10°), cepa UFMG2, apés protocolo de vacinagio

Dias X
G -6 -5 -4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
1 99 95 102 102 114 121 127 123 123 112 105 101 95 83 104 98 115 108  107A
2 110 113 90 105 120 125 125 114 118 103 104 94 929 102 103 106 109 108 108A
3 108 113 102 98 104 114 124 122 122 107 116 117 105 97 95 96 106 118 109A
4 106 110 111 93 112 106 117 111 105 115 113 110 103 99 109 104 120 119 109A
X 10544 107,8 101,1 99,28 1124 1164 123,1 1174 1169 109 1094 105 100,5 95,13 102,6 101,1 112,6 113,1 *

CV=120,9%

* Efeito cubico significativo para a subparcela “dias” pelo teste F (p<0,05)

A Médias semelhantes para o tratamento “grupos” pelo teste F (p>0,05)

Grupo 1: vacina contendo 3 x 10° corpusculos de Anaplasma marginale + adjuvante oleoso

Grupo 2: vacina contendo 3 x 10° corpusculos de Anaplasma marginale + sobrenadante da cultura + saponina (adjuvante)

Grupo 3: vacina com sobrenadante da cultura + saponina
Grupo 4: solugdo salina + solugdo oleosa

Dia 0 = dia em que os animais apresentaram menor valor de hematocrito e foram tratados.

Ocorreu  aumento das médias das
freqliéncias cardiacas apds o desafio, quando
comparadas com os valores apresentados por
Dirksen et al. (1993) que consideram como
normais para a categoria de bezerros jovens,
de 60 a 100 bpm. Assim, quando
comparadas com os valores propostos por
estes autores, estas médias sdo elevadas e,
segundo 0s mesmos autores, quaisquer
valores acima dos citados sdo considerados
sinal de disfungio cardiaca (taquicardia), por

doenga ou na tentativa de compensar uma
enfermidade. No dia -4, os bezerros ja
apresentavam algum grau de anemia que se
agravou com o passar dos dias, sendo entdo
este aumento de frequéncia cardiaca um
mecanismo fisiolégico do organismo na
tentativa de compensar um menor aporte de
oxigénio aos tecidos, uma vez que o sangue
mais hidrémico, como descrito por Losos
(1986), tem uma capacidade menor de
oxigenaco de tecidos. (Tabela 7, Figura 13).
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A frequéncia respiratoria ndo variou seus independente de tratamentos, pode ser
valores entre os grupos (p>0,05), no entanto observada diferenga (p<0,05) em relagdo aos
quando se compara as médias entre tempos, dias. (Tabela 8, Figura 15).

R = s Y :
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6 54-3-2-10122345¢678 910112
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l ——Grupo4 —=— Grupo 3 Grupo 2 Grupo 1 l

Figura 13. Comportamento dos valores médios da freqiiéncia cardiaca na anaplasmose, no periodo de
paténcia e de convalescenga, induzida pela inoculagio de corpusculos de Anaplasma marginale (3 x 10°)
cepa UFMG?2 (considerada de alta patogenicidade), em bezerros HPB (n=20), com 6 meses de idade.
(Grupo 1: vacina contendo 3 x 10° corpusculos de Anaplasma marginale + adjuvante oleoso; Grupo 2:
vacina contendo 3 x 10° corpusculos de Anaplasma marginale + sobrenadante da cultura + saponina
(adjuvante); Grupo 3: vacina com sobrenadante da cultura + saponina; Grupo 4: solugao salina + solugéo
oleosa). Dia 0 = dia em que os animais apresentaram menor valor de hematdcrito e foram tratados.

Belo Horizonte, 2010.

150 40,0 150 40,0
350 35,0 X
- S - 9
E 100 ~ N0 E 100 088
g Vs -3 W5
: I n
[§] 50 ® O 5 AU
o % 100 § = 100 &
50 T 50 I
0 0,0 0 0,0
6543210123456789101112 6-5432-10123456789101112
Tempo (dias) Tempo (dias)
—=—Frequéncia cardiaca G1 —— Hematocrito G1 | —=—Frequéncia cardiaca G2 —e— Hematocrito G2 |
150 40,0 150 40,0
350 8 350 R
= 300 o - W 30,0 o
g_ 100 250 % g_ 100 25.0 £
: g |2 20 &
[¢] 150 ® 0 50 0 ®
= 100 § = 100 E
50 T 50 T
0 0,0 0 0,0
6-5-4-32-10123456789101112 6-54-32-10123456789101112
Tempo (dias) Tempo (dias)
|+ Frequéncia cardiaca G3 —e— Hematdcrito G3| |+Frequéncia cardiaca G4 —— Hematocrito G4|

Figura 14. Comportamento dos valores da freqiiéncia cardiaca e do hematocrito na anaplasmose no
periodo de paténcia ¢ de convalescenca, em bezerros HPB (n=20), com 6 meses de idade, vacinados
(Grupo 1: vacina contendo 3 x 10° corptisculos de Anaplasma marginale + adjuvante oleoso; Grupo 2:
vacina contendo 3 x 10° corpusculos de Anaplasma marginale + sobrenadante da cultura + saponina
(adjuvante); Grupo 3: vacina com sobrenadante da cultura + saponina; Grupo 4: solugio salina + solugdo
oleosa) e desafiados pela inoculagdo de corpusculos de Anaplasma marginale (3 x 10°) cepa UFMG2
(considerada de alta patogenicidade). Dia 0 = dia em que os animais apresentaram menor valor de
hematocrito e foram tratados. Belo Horizonte, 2010.
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Tabela 8. Valores da freqiiéncia respiratoria no periodo de paténcia e de convalescenga em
funcdo dos dias e dos tratamentos de bezerros desafiados com corptsculos de Anaplasma
marginale (3 X 10°), cepa UFMG?2, apés protocolo de vacinagdo

Dias
Grupos -6 -5 -4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 Média
1 46 41 42 49 51 49 46 61 44 39 36 33 33 34 37 34 34 33 32 417
2 54 50 45 49 51 51 49 47 46 40 41 38 34 35 38 34 34 37 33 o°
3 46 39 45 40 46 43 37 55 43 51 41 33 31 34 35 32 36 32 37 40*
4 46 43 44 38 41 46 40 39 42 44 44 35 37 37 43 39 40 38 42 41*
Média 48" 43" 44 44 470 470 43 50" 44" 44 40" 35 34 35% 38" 34%  36™ 35" 36™
A"Médias seguidas de letras distintas, maitisculas na coluna e minusculas na linha, sdo diferentes pelo teste de Kruskal-Wallis
(p<0,05).
Grupo 1: vacina contendo 3 x 10° corpusculos de Anaplasma marginale + adjuvante oleoso
Grupo 2: vacina contendo 3 x 10° corpusculos de Anaplasma marginale + sobrenadante da cultura + saponina (adjuvante)
Grupo 3: vacina com sobrenadante da cultura + saponina
Grupo 4: solugdo salina + solugdo oleosa

Dia 0 = dia em que os animais apresentaram menor valor de hematdcrito e foram tratados.
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Figura 15. Comportamento dos valores médios da freqiiéncia respiratoria na anaplasmose no
periodo de paténcia e de convalescencga, induzida pela inoculagido de corpusculos de Anaplasma
marginale (3 x 10°) cepa UFMG2 (considerada de alta patogenicidade), em bezerros HPB
(n=20), com 6 meses de idade. (Grupo 1: vacina contendo 3 x 10’ corptsculos de Anaplasma
marginale + adjuvante oleoso; Grupo 2: vacina contendo 3 x 10° corptsculos de Anaplasma
marginale + sobrenadante da cultura + saponina (adjuvante); Grupo 3: vacina com
sobrenadante da cultura + saponina; Grupo 4: solugio salina + solug@o oleosa). Dia 0 = dia em
que os animais apresentaram menor valor de hematdcrito e foram tratados. Belo Horizonte,

2010.

A FR aumentou no dia -5 até o dia 4 com
posterior queda destes valores no dias 5 em
diante. Este aumento ocorreu no mesmo
periodo da maior queda de hematdcrito,
sendo este, outro mecanismo para
compensar os quadros de acidose metabolica
(Coelho, 2007). Com a recuperagdo dos
animais apos o tratamento e posterior
elevacdo do hematocrito a varidvel FR,
apresentou a tendéncia em retornar aos
parametros normais.

As médias dos valores de freqiiéncia
respiratoria, independente dos grupos, estdo
acima dos valores normais em relacdo aos
postulados por Dirksen et al. (1993), que
consideram como pardmetros normais
valores de 30 a 45 movimentos para
bezerros. Freqii€ncias respiratorias elevadas
sdo descritas por Coelho. (2007) como
mecanismos compensatorios em quadros
de acidose metabolica na anaplasmose.
Este é o primeiro mecanismo utilizado na
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compensacdo da acidose metabolica e, neste
experimento, a freqiiéncia respiratoria
aumentou concomitantemente a queda do
hematocrito com  maiores valores
imediatamente apds o dia de anemia mais
intensa  (Cunningham, 2004). Este
aumento de FR ocorre, entre outras
situacdes, na redugdo da superficie alveolar
respiratoria dos pulmdes, na insuficiéncia

A analise dos dias indica que, no dia -4
todos os animais demonstravam certo grau
de doenga clinica. O aumento da freqiiéncia
cardiaca e posteriormente da freqiiéncia
respiratoria, em resposta a anemia, foram
relatados por Wanduragala ¢ Ristic (1993),
Radostits et al., (2002) e por Coelho (2007)
como sinais clinicos presentes no quadro
clinico da doenca, concordando com os

circulatoria e nas anemias (Garry, 1994). resultados  encontrados no  presente
experimento.
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Figura 16. Comportamento dos valores da frequéncia respiratoria do hematocrito no periodo de paténcia e
de convalescenga na anaplasmose, em bezerros HPB (n=20), com 6 meses de idade, vacinados (Grupo 1:
vacina contendo 3 x 10° corpusculos de Anaplasma marginale + adjuvante oleoso; Grupo 2: vacina
contendo 3 x 10° corptisculos de Anaplasma marginale + sobrenadante da cultura + saponina (adjuvante);
Grupo 3: vacina com sobrenadante da cultura + saponina; Grupo 4: solucdo salina + solugdo oleosa) ¢
desafiados pela inoculagdo de corpuisculos de Anaplasma marginale (3 x 10°) cepa UFMG2 (considerada
de alta patogenicidade). Dia 0 = dia em que os animais apresentaram menor valor de hematdcrito e foram

tratados. Belo Horizonte, 2010.

5.5.2. Temperatura retal

A temperatura retal ndo foi influenciada
pelos  tratamentos  (p>0,05). Quando
comparamos as médias em relagdo aos
tempos, pode ser observada diferenca
(p<0,05) entre os dias.
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Durante o periodo de incubagdo, a
temperatura média dos animais estava entre
38,5 € 39,0°C e com a progressdo da doenca
e queda de VG, ocorreu o aumento da TR, a
qual alcangou seu limite maximo (40,7°C)
no dia -1, ou seja, no dia de maior valor de
parasitemia e elevacdo das freqliéncias



circulatoria e respiratoria. E interessante
observar que apesar de ndo ultrapassar os
valores fisioldgicos descritos por Dirksen.,
(1993), a temperatura comegou a aumentar a
partir do dia -5, atingindo valores acima do
fisiologico a partir do dia -3 e retornando
aos valores iniciais 2 dias apds o tratamento
com enrofloxacino. (Figura 17)

Segundo Janeway et al., (2001), a elevagdo
da temperatura corporal, ¢ mediada pelo
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
interleucina 1 (IL-1) e interleucina 6 (IL-6),
citocinas  produzidas pelos macrofagos,
que na anaplasmose apresenta papel
fundamental na resposta a infec¢do (Araujo
et al., 2003)

Um importante efeito dessas citocinas ¢ sua
acdo sobre o hipotalamo, alterando a
regulacdo da temperatura corporal, e sobre
as células musculares e adiposas, alterando a

mobilizacdo de energia para a elevacido da
temperatura. Em temperaturas elevadas, a
replicacdo bacteriana e viral ¢ reduzida,
enquanto o processamento do antigeno ¢
aumentado (Janeway et al., 2001).

Dirksen et al. (1993) consideram como
pardmetros normais de temperatura retal
de bovinos 38,5°C a 39,5°C para animais
higidos. A andlise da Tabela nove
e sua ilustracdo na Figura 11 demonstra que,
do dia -4 até o dia 1, os valores de
temperatura oscilaram acima dos parametros
normais.

Gale et al. (1996), Rodriguez et al. (2000),
Kocan et al. (2001), Blouin et al. (2002), de
La Fuente et al. (2002), Kocan et al. (2003)
e Coelho (2007), também relataram sinais de
febre em seus experimentos com
temperaturas acima de 40°C.

6543210123456 78 910112
Tempo (dias)

| —— Grupo 4 —=— Grupo 3

Grupo 2 Grupo 1 |

Figura 17. Comportamento dos valores médios da temperatura retal na anaplasmose no periodo
de paténcia e convalescenga, induzida pela inocula¢io de corpusculos de Anaplasma marginale
(3 x 10°) cepa UFMG2 (considerada de alta patogenicidade), em bezerros HPB (n=20), com 6
meses de idade. (Grupo 1: vacina contendo 3 x 10° corptisculos de Anaplasma marginale +
adjuvante oleoso; Grupo 2: vacina contendo 3 x 10° corpusculos de Anaplasma marginale +
sobrenadante da cultura + saponina (adjuvante); Grupo 3: vacina com sobrenadante da cultura +
saponina; Grupo 4: solucdo salina + solucdo oleosa). Dia 0 = dia em que os animais
apresentaram menor valor de hematdcrito e foram tratados. Belo Horizonte, 2010.
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Figura 18. Comportamento dos valores da temperatura retal e da parasitemia na anaplasmose no
periodo de patencia e convalescenca, em bezerros HPB (n=20), com 6 meses de idade, vacinados
(Grupo 1: vacina contendo 3 x 10° corpusculos de Anaplasma marginale + adjuvante oleoso; Grupo
2: vacina contendo 3 x 10° corpusculos de Anaplasma marginale + sobrenadante da cultura +
saponina (adjuvante); Grupo 3: vacina com sobrenadante da cultura + saponina; Grupo 4: solugdo
salina + solugdo oleosa) ¢ desafiados pela inoculagdo de corptsculos de Anaplasma marginale (3 x
10%) cepa UFMG2 (considerada de alta patogenicidade). Dia 0 = dia em que os animais apresentaram
menor valor de hematdcrito e foram tratados. Belo Horizonte, 2010.

Tabela 9. Valores da temperatura retal em funcdo dos dias e dos tratamentos de bezerros
desafiados com corpusculos de Anaplasma marginale (3 x 10°), cepa UFMG2, apds protocolo
de vacinagio

Dias
Grupos -6 5 -4 3 2 4 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 Médias
1 389 392 397 403 39,7 40,1 400 390 39,1 388 385 384 383 388 384 383 381 382 380 389"
2 389 392 398 39,8 403 402 399 39,1 386 385 387 388 385 383 381 382 380 383 384 389"
3 389 387 393 399 399 404 398 396 390 390 390 387 384 383 385 382 384 384 383 390"
4 3874 388 393 3955 397 394 395 393 389 386 39,0 388 386 387 385 383 385 384 385 389"
Médias  38,9° 39,0™" 39,5 39,9 39,9® 40,0 39,8™ 39,2°¢ 38,9 387" 388" 38,6 385" 38,5° 38,4° 383° 383° 38,3° 383°

A*Médias seguidas de letras distintas, maitisculas na coluna e mintiscula na linha, sio estatisticamente diferentes
Kruskal-Wallis (p<0,05)

Grupo 1: vacina contendo 3 x 10° corpusculos de Anaplasma marginale + adjuvante oleoso

Grupo 2: vacina contendo 3 x 10° corpusculos de Anaplasma marginale + sobrenadante da cultura + saponina (adjuvante)
Grupo 3: vacina com sobrenadante da cultura + saponina

Grupo 4: solugdo salina + solugdo oleosa

Dia 0 = dia em que os animais apresentaram menor valor de hematdcrito e foram tratados.

pelo teste de

5.6. Correlacoes apresentados no anexo 3 compreendem o
periodo patente e de convalescenca.

A andlise de correlagdo entre as variaveis
FC, FR, HT, CF e ES foi realizada
considerando como o dia zero o do desafio

com UFMG2. Assim os resultados

A fase de anemia mais intensa se deu entre
os dias 27 ¢ 34
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Ao analisar a tabela de correlagdo com os
dados agrupados (anexo 3), observa-se que,
a maior parte das mesmas, ocorrem durante
o periodo patente, que € o periodo onde esta
acontecendo as alteragdes clinicas tais como
anemia ¢ acidose metabdlica.

Ao correlacionar-se FC com TR, se observa
uma correlagdo mediana no dia 36 ¢ 38 poés
inoculagdo, ¢ com a FR esta somente
acontece no dia 38. Porém esta ultima
variavel apresenta uma correlagéo forte com
a TR também no dia 38.

A temperatura retal apresenta uma
correlagdo negativa com hematdcrito no dia
27, que ¢ quando este comega a cair, € nos
dias 31 e 34, quando este estd retornando a
normalidade. Com a variavel, esfregaco de
sangue e citometria de fluxo, as correlacdoes
sio nos dias 27 e 32 e 36 e 38,
respectivamente.

O hematécerito apresentou forte correlagdo
com o esfregaco de sangue (dias 27, 29 e 31)
e com a citometria de fluxo (dias 27, 29, 31,
36 e 38).

6. CONSIDERACOES FINAIS

No presente experimento embora tenha
observado a soroconversdo dos bezerros
vacinados, esta ndo foi capaz de prevenir a
doenga clinica ou torna-la mais branda visto
que todos os animais vacinados adoeceram
clinicamente e apresentaram oS mesSmos
sinais clinicos ¢ mesmos PI, PP, PC
apresentados pelo grupo controle.

A inabilidade dos altos titulos de anticorpos
em prevenir a doenca clinica ndo era
esperada, e possivelmente foi atribuida a alta
carga de desafio (3 x 10° corpusculos de 4.
marginale), e a patogenicidade da cepa
(UFMG?2). Uma elevada carga de desafio e
um periodo de incubagdo menor podem ser
atribuidos a0 modo de desafio. Um desafio
com dose Unica, com alta concentracdo de

corpusculos de uma cepa de alta
patogenicidade, provavelmente ndo ¢é a
realidade das infec¢des naturais onde os
animais sdo expostos a desafios em baixas
concentragcdes  didrias  por  periodos
prolongados de tempo (Pacheco et al,
2004). A elevada patogenicidade da cepa
utilizada para desafiar os animais (UFMG?2),
pode explicar os resultados contrarios aos
observados em experimentos anteriores, tais
como Rodriguez et al., (2000), Kocan et al.,
(2001) e Blouin et al., (2002), nos quais a
vacinagdo conseguiu minimizar 0s sinais
clinicos da anaplasmose. A amostra utilizada
por estes autores para o desafio dos animais
pode ndo ter sido tdo patogénica quanto a
utilizada no presente experimento.

As correlagdes entre as variaveis estudadas e
os dias de paténcia apresentaram-se
significativas, porém com um nUmero
reduzido de animais. A significancia das
correlagdes seria mais confiavel se o
presente experimento possuisse um numero
maior de repeti¢des (bezerros).

Portanto, é necessario que se faca outras
situacdes experimentais com a mesma
vacina utilizada neste experimento, porém
desafiando-se os animais com outras
amostras de 4. marginale ou desafiando com
doses menores da mesma cepa. Outra
possibilidade seria a realizacdo de um
experimento utilizando-se a mesma vacina
no campo, onde o desafio seria feito de
forma mais lenta e em doses menores, tendo
assim um maior periodo para o animal
modular a constru¢do de uma resposta
imune.

7. CONCLUSAO

As vacinas inativadas, obtidas a partir do
cultivo de 4. marginale em células
embrionarias  de  carrapatos  [xodes
scapularis:
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Induzem  soroconversio em  animais

vacinados.

Nao foram efetivas na prevencdo da
anaplasmose ao desafio com UFMG2, ndo
sendo capazes de inibir o aparecimento da
sintomatologia clinica apresentada pelos
animais, nas condi¢des do presente
experimento.

Em relagdo ao desafio experimental dos
animais, sdo necessarios maiores estudos
relativos a maneira com que estes sio
conduzidos, simulando a infec¢do natural.
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Figura 19. Comportamento dos valores da freqliéncia cardiaca e da parasitemia na anaplasmose no periodo de
paténcia e de convalescenga, em bezerros HPB (n=20), com 6 meses de idade, vacinados (Grupo 1: vacina
contendo 3 x 10° corptsculos de Anaplasma marginale + adjuvante oleoso; Grupo 2: vacina contendo 3 x 10°
corpusculos de Anaplasma marginale + sobrenadante da cultura + saponina (adjuvante); Grupo 3: vacina com
sobrenadante da cultura + saponina; Grupo 4: solugdo salina + solucdo oleosa) e desafiados pela inoculacdo de
corpusculos de Anaplasma marginale (3 x 10°) cepa UFMG2 (considerada de alta patogenicidade). Dia 0 = dia
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em que os animais apresentaram menor valor de hematocrito e foram tratados. Belo Horizonte, 2010.
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Figura 20. Comportamento dos valores da freqiiéncia respiratdria e da parasitemia na anaplasmose no periodo de
paténcia e de convalescenga, em bezerros HPB (n=20), com 6 meses de idade, vacinados (Grupo 1: vacina
contendo 3 x 10° corptsculos de Anaplasma marginale + adjuvante oleoso; Grupo 2: vacina contendo 3 x 10°
corpusculos de Anaplasma marginale + sobrenadante da cultura + saponina (adjuvante); Grupo 3: vacina com
sobrenadante da cultura + saponina; Grupo 4: solugdo salina + solucdo oleosa) e desafiados pela inocula¢do de
corpusculos de Anaplasma marginale (3 x 10°) cepa UFMG2 (considerada de alta patogenicidade). Dia 0 = dia
em que os animais apresentaram menor valor de hematocrito e foram tratados. Belo Horizonte, 2010.
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Figura 21. Comportamento dos valores da temperatura retal e da freqiiéncia cardiaca na anaplasmose no periodo
de paténcia e de convalescenga, em bezerros HPB (n=20), com 6 meses de idade, vacinados (Grupo 1: vacina
contendo 3 x 10° corptsculos de Anaplasma marginale + adjuvante oleoso; Grupo 2: vacina contendo 3 x 10°
corpusculos de Anaplasma marginale + sobrenadante da cultura + saponina (adjuvante); Grupo 3: vacina com
sobrenadante da cultura + saponina; Grupo 4: solu¢do salina + solucdo oleosa) e desafiados pela inoculagdo de
corpusculos de Anaplasma marginale (3 x 10°) cepa UFMG2 (considerada de alta patogenicidade). Dia 0 = dia

em que os animais apresentaram menor valor de hematocrito e foram tratados. Belo Horizonte, 2010.
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Figura 22. Comportamento dos valores da temperatura retal e da freqiiéncia respiratdria na anaplasmose nos
periodos de paténcia de convalescenga, em bezerros HPB (n=20), com 6 meses de idade, vacinados (Grupo 1:
vacina contendo 3 x 10° corpusculos de Anaplasma marginale + adjuvante oleoso; Grupo 2: vacina contendo 3 x
10° corptsculos de Anaplasma marginale + sobrenadante da cultura + saponina (adjuvante); Grupo 3: vacina
com sobrenadante da cultura + saponina; Grupo 4: solugéo salina + solug@o oleosa) e desafiados pela inoculagdo
de corpuisculos de Anaplasma marginale (3 x 10°) cepa UFMG2 (considerada de alta patogenicidade). Dia 0 =
dia em que os animais apresentaram menor valor de hematocrito e foram tratados. Belo Horizonte, 2010.
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Figura 23. Comportamento dos valores da temperatura retal ¢ do hematdcrito na anaplasmose no periodo de
paténcia e de convalescenca, em bezerros HPB (n=20), com 6 meses de idade, vacinados (Grupo 1: vacina
contendo 3 x 10° corptsculos de Anaplasma marginale + adjuvante oleoso; Grupo 2: vacina contendo 3 x 10°
corpusculos de Anaplasma marginale + sobrenadante da cultura + saponina (adjuvante); Grupo 3: vacina com
sobrenadante da cultura + saponina; Grupo 4: solugdo salina + solugdo oleosa) e¢ desafiados pela inoculagdo de
corpusculos de Anaplasma marginale (3 x 10°) cepa UFMG2 (considerada de alta patogenicidade). Dia 0 = dia
em que os animais apresentaram menor valor de hematdcrito ¢ foram tratados. Belo Horizonte, 2010.

Tabela 10. Correlagdo das variaveis (freqliéncia cardiaca, frequéncia respiratdria, hematdcrito,
esfregaco de sangue e citometria de fluxo) de bezerros desafiados experimentalmente com
corpusculos de Anaplasma marginale (3 x 10%), cepa UFMG2, do dia 27 ao 38 poés
inoculagdo.

FR TR Hematdcrito (Ht) Esfregaco (Esf) Citometria
Dias* | 27| 29 | 31 | 34| 36 | 38 27129 |31 34| 36 38 27 29 | 31 34 36 | 38 | 27 29 31 34| 36 38 27 29 31 34| 36 38
FC - 055 ] - 0,53 | 054 | - - -
FR - - 08 |- B B
TR -0.48 -0.62 | -0.45 0.8 0.45 0.61 ] 0.51 ] 0.67 0.58
Ht -0,54 | 0,43 | -0,58 -0,61 | -0,51 | -0,6 -0.45 | -0,46
Esf 0,72 0,57

* As correlagdes foram realizadas considerando o dia da inoculagdo do desafio como o dia zero (0).
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