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Gendémica e Protedmica de
Anaplasma marginale:
Contribuicdes para o
Controle da Riquétsia

Resumo

A anaplasmose bovina é causada pela riquétsia intra-eritrocitica
Anaplasma marginale, responsavel por importantes prejuizos econémicos,
por causa da alta morbidade e mortalidade em rebanhos bovinos susceti-
veis. A vacinacao tem sido uma forma econémica e eficiente de controlar
a enfermidade. No entanto, os métodos de imunizacao tradicionais apre-
sentam efeitos adversos em algumas categorias de animais. Nas Ultimas
décadas, os estudos sobre imunizacao contra Anaplasma concentraram-se
nas proteinas de superficie MSP1a, 1b, 2, 3, 4 e 5. No entanto, até o
momento, os resultados foram pouco promissores, apontando a necessida-
de de ampliar o conhecimento sobre o rol das proteinas de membrana da
riquétsia e das relacdes estruturais entre elas. Nesse contexto, os estu-
dos do genoma e do proteoma da riquétsia tém contribuido com essa
finalidade. Pela andlise gendmica, 14 genes para novas proteinas de
membrana externa foram identificados (omp 1-14), dentre os quais, omp2,
3 e 6 ndo sao transcritos. Esses genes mostraram-se altamente conserva-
dos entre isolados da riquétsia. As proteinas OMP4, 7, 10 e 14 foram
reconhecidas por soros de bovinos imunizados com membrana de A.
marginale, mostrando potencial para desenvolvimento de imundgenos.
Além disso, mediante andlise protedmica, foi possivel detectar novas
proteinas de membrana, negligenciadas pela anotacdao genémica. Dentre
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elas estao AMO97 - conjugal transfer protein, AM956 - PepA citoso/ amino
peptidase, AM254 - fator de elongacao Tu e quatro proteinas de funcao
desconhecida: AM127, 197, 387 e 854, as quais também foram reconhe-
cidas por soros de bovinos imunizados com membrana de A. marginale.

Termos para indexacdo: Anaplasma marginale, bovino, genoma, proteoma,
controle



Genomics and Proteomics
of Anaplasma marginale:
Contributions to the Control
of the Rickettsia

Abstract

Bovine anaplasmosis is caused by the intraerithrocytic rickettsia
Anaplasma marginale, which is responsible for important economic losses,
due to morbidity and mortality in susceptible herds. Vaccination has been
the most economical and efficient way to control anaplasmosis.
Nevertheless, traditional methods of immunization show side effects in
some animal categories. In the last decades, studies on immunization
against Anaplasma has focused on the Major Surface Proteins 1a, 1b, 2, 3,
4, and 5. However, results have not been promising, pointing that a better
understanding of the composition and the relationship of the protein set is
necessary. In this context, a good contribution has come from the genomic
and proteomic studies. The genomic sequencing revealed a set of 14 new
genes for Outer Membrane Proteins (omp 1-14), from which omp2, 3, and
6 are not transcribed. These genes are highly conserved among isolates of
the rickettsia. The proteins OMP4, 7, 10, and 14 are promising
immunogens, as they were recognized by sera of cattle immunized with A.
marginale membrane. Besides, the proteomic analysis of A. marginale
revealed a set of membrane proteins that were negligenced by genome
annotation. Among them AMO97 - conjugal transfer protein, AM956 -
PepA citosol amine peptidase, AM254 — elongation factor Tu and four
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unknown proteins AM127, 197, 387, and 854, were also recognized by
sera of cattle immunized with A. marginale membrane.

Index terms: Anaplasma marginale, bovine, genome, proteome, control/
Introducéo

A anaplasmose bovina é causada pela riquétsia intra-eritrocitica da familia
Anaplasmataceae, Anaplasma marginale (KOCAN et al., 2003). Essa
espécie ocorre em areas tropicais e subtropicais do mundo (RIDING et al.,
2003), sendo transmitida principalmente por carrapatos ixodideos (KOCAN
et al., 2003; RIKIHISA, 2003). No Brasil, Rhipicephalus (Boophilus)
microplus é o Unico vetor biolégico identificado (KESSLER; SCHENK, 1998).

A fase aguda da anaplasmose bovina é caracterizada por altas
riquetsemias (> 10° eritrécitos infectados por ml de sangue) (FRENCH et
al., 1998). Os eritrécitos infectados sdo posteriormente fagocitados por
macréfagos, especialmente no baco, resultando em um quadro de anemia
branda a severa e ictericia sem ocorréncia de hemoglobinemia ou
hemoglobinuria. Os sinais clinicos incluem febre, perda de peso, aborto,
letargia e morte, principalmente em animais acima de dois anos (AJAYI et
al., 1978; KOCAN et al., 2003). Os animais que sobrevivem a essa fase
permanecem persistentemente infectados, com baixas riquetsemias
ciclicas, ndo detectaveis microscopicamente (10*a 10° eritrocitos
infectados/ml de sangue), servindo como reservatérios para transmissao
por carrapatos (KIESER et al., 1990; ERIKS et al., 1993).

A anaplasmose bovina causa importantes prejuizos econémicos, principal-
mente por causa da alta morbidade e mortalidade em rebanhos bovinos
suscetiveis. Essas perdas sado avaliadas por diversos parametros, como
reducdo de peso e de producao de leite, abortos, custos com tratamentos
e mortalidade. No entanto, poucos estudos controlados foram conduzidos
para determinar os prejuizos com anaplasmose, destacando-se a estimati-
va de U$ 875 milhées/ano na América Latina (BROWN, 1997). No Brasil,
as perdas econdmicas com a tristeza parasitaria bovina (a qual inclui A.



Gendmina e protedmica de Anaplasma marginale:
contribuicdes para o controle da riquétsia

marginale, Babesia bovis e Babesia bigemina) sao consideraveis, atingindo,
segundo estimativas do Ministério da Agricultura, atualizadas por Grisi et
al. (2002), 500 milhdes de ddlares anuais, nas quais A. marginale teria
uma das principais participacoes. Em geral, esses estudos ndo contem-
plam um dos mais importantes impactos: a limitacdo do uso de racas
européias (Bos taurus), sabidamente mais suscetiveis a anaplasmose, em
programas de melhoramento genético nos paises de clima tropical (KOCAN
et al., 2003). Dessa forma, os esforcos na busca de programas mais
eficazes de controle dessa enfermidade sao justificaveis.

A vacinagao tem sido uma forma econémica e eficaz de controlar a
anaplasmose bovina. No entanto, os métodos de imunizagao tradicionais,
que utilizam A. marginale ou A. centrale provenientes de eritrécitos
infectados, apresentam limitacdes de uso, como efeitos adversos em
algumas categorias de animais (vacas prenhes, animais adultos), possibili-
dade de veiculacdo de agentes patogénicos (no caso da premunicao),
sensibilizacdo de vacas contra grupos sangiiineos e conseqliente
isoeritrélise neonatal em bezerros (BRIZUELA et al., 1998; KESSLER;
SCHENK, 1998), razdes pelas quais estudos para o desenvolvimento de
novos imundégenos sao Nnecessarios.

Nos ultimos anos, os estudos sobre imunizacao contra Anaplasma concen-
traram-se na obtencéao de fracdes antigénicas. Bovinos imunizados com
corpusculos iniciais ou membrana destes apresentaram significativa
reducao da anemia e da riguetsemia (MONTENEGRO-JAMES et al., 1991;
TEBELE et al., 1991; RODRIGUEZ et al., 2000). Nessa membrana, foram
inicialmente identificadas seis proteinas principais de superficie (Major
Surface Proteins - MSPs): MSP1a, MSP1b, MSP2, MSP3, MSP4 e MSP5
(PALMER; McGUIRE, 1984; BARBET et al., 1987; OBERLE et al., 1988;
TEBELE et al., 1991; OBERLE et al., 1993).

A despeito do fato de que a protecao contra anaplasmose pode ser adquiri-
da pela imunizacdo com organismos vivos ou pela membrana dos corpuscu-
los iniciais de A. marginale, os resultados da imunizacdo com as MSPs
individualmente, até o momento, foram pouco promissores.

15
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Bovinos imunizados com MSP1 (heterodimero de MSP1a e MSP1b) ou
MSP2 nativas foram parcialmente protegidos contra desafio homélogo ou
heterélogo com A. marginale virulento (PALMER et al., 1986; PALMER et
al., 1988; PALMER et al., 1989). No entanto, estudos com MSP1a nativa
nao conferiu protecao (PALMER; McELWAIN, 1995). Recentemente,
demonstrou-se que a imunizacdao com MSP2 nativa, associada com IL-12
ou CpG ODN 2006, adjuvantes que estimulam resposta Th1 em bovinos,
também néao estimulou resposta protetora contra desafio homélogo com A.
marginale (ABBOTT et al., 2005).

Em experimentos realizados na Embrapa Gado de Corte com associacao de
MSP1a (regidao C-terminal) e MSP2 recombinantes e adjuvante CpG ODN
2006, nao se verificou protecao contra desafio heterélogo, a despeito da
significativa producao de IgG total contra as duas proteinas, e de IgG2
contra MSP1a (ARAUJO, 2005).

Os resultados dos experimentos conduzidos até o momento sobre imuniza-
cao contra anaplasmose com antigenos de subunidade apontam para a
necessidade de ampliar o conhecimento sobre o rol das proteinas de
membrana de A. marginale, bem como sobre as relacdes estruturais entre
elas. Essa revisdo abordard como os estudos do genoma e do proteoma da
riquétsia tém contribuido com essa finalidade.

Projetos genoma de Anaplasma
marginale

No Brasil, o genoma do isolado Pernambuco - Zona da Mata de A.
marginale esta sendo seqliienciado. Corpusculos iniciais da riquétsia foram
parcialmente purificados a partir de sangue de bovino com 87 % de
riguetsemia. Para tanto, o sangue foi centrifugado e a camada de
leucécitos removida. Apds sonicacao para rompimento das hemécias e
leucécitos restantes, realizou-se tratamento com DNase, para degradacao
de DNA bovino. Apés sucessivas lavagens com Tris-EDTA por
centrifugacao para retirada da DNase, o DNA de A. marginale foi obtido,
utilizando kit comercial. Para verificar possiveis contaminacdes com DNA
bovino, o DNA extraido foi submetido a reacdo em cadeia da polimerase -
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PCR para amplificacao de um exon de 110 pb que codifica a cadeia beta do
hormonio foliculo estimulante - FSH de Bos indicus. Em seguida, o DNA foi
nebulizado e sofreu modificacdo enzimatica das extremidades dos frag-
mentos gerados para torna-los abruptos e serem clonados em vetor
pUC18 digerido com Smal e desfosforilado. Realizou-se transformacao de
Escherichia coli XL1-blue por eletroporacao e selecdo em placas de LB
ampicilina, com IPTG e X-gal. Os clones recombinantes estao sendo
seglienciados em ambas as direcoes no Instituto de Biologia Molecular do
Parana, na Universidade de Brasilia, na Universidade Federal de Goias e na
Universidade Federal do Amazonas.

Até o momento, foram seqlienciados 3.754 reads que, apds lidos pelo
programa de base-calling PHRED (versdao 0.020425, www.phrap.org) e
terem sofrido a remocao das seqliéncias de vetores e contaminacoes pelo
programa cross-match (versao 0.990319, www.phrap.org), foram agrupa-
dos com o uso do programa PHRAP (versao 0.090329, www.phrap.org),
resultando em um total de 1.756 grupos, dos quais 811 sao contigs
(grupos contendo pelo menos dois reads) e 945 singlets (reads isolados que
nao se agruparam). Esse primeiro procedimento de montagem sera repeti-
do posteriormente, apés cada aumento consideravel de reads
seglienciados.

O genoma do isolado norte-americano Saint Maries de A. marginale foi
clonado em cromossomo artificial bacteriano, seqlienciado e anotado
(BRAYTON et al., 2005), apresentando 1.197.687 pares de bases (pb) e
um conteudo de C-G de 49,8%. O genoma possui uma alta densidade de
genes codificantes (86%), tipica de bactérias intracelulares que possuem
um minimo de genes necessarios para manutencao da vida em nichos
ambientais particulares. Foram encontradas 949 seqiiéncias de DNA
codificantes, com o tamanho médio de 1.077 pb, um Unico operon de
genes de RNA ribossomais e 37 genes de RNA transportadores, represen-
tando todos os 20 aminoacidos.

Acredita-se que ocorreu evolucao redutiva do genoma dessa riquétsia, a
partir de um precursor maior. Essa evolucao seria resultante de mutacoes
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iniciais, levando a perda da funcao de genes nao essenciais para a sobrevi-
véncia intracelular, seguida de progressivo acimulo de mutacdes e eventu-
al delecao génica (ANDERSSON et al., 1998; PALMER, 2002).

Proteinas de membrana de
Anaplasma marginale

Um dos aspectos mais relevantes da andlise gendmica de A. marginale foi
a descoberta de novas proteinas de membrana da riquétsia. Pela anotacao
do genoma do isolado americano, poucas seqiéncias puderam ser classifi-
cadas como codificantes para proteinas de membrana externa (outer
membrane protein - OMP). E a maioria delas estava inserida nas
superfamilias msp7 e msp2 (BRAYTON et al., 2006), as quais serao
enfocadas com maior énfase nesta revisao.

Na superfamilia msp 7 estéao as proteinas com identidade com o complexo
heterodimérico MSP1 (MSP1a e MSP1b). O gene msp 7a esta presente em
cOpia Unica, porém apresenta diferencas entre isolados, causadas pelo
numero variadvel e segliéncias distintas de blocos repetitivos de
nucleotideos (86-89 pb) (PALMER et al., 2001). No genoma do isolado
Saint Maries, foram identificadas também trés seqliéncias codificantes
associadas a msp1, tendo similaridade estrutural com a por¢ao C-terminal
de MSP1a, sendo designadas proteinas MSP7a-like (MLP 2, 3 e 4)
(BRAYTON et al., 2005). MLP2 e MLP4 tém, respectivamente, 30% e
37% de identidade com a regido C-terminal de MSP1a, respectivamente,
enquanto MLP3 nao tem identidade consideravel.

A MSP1b é codificada por uma pequena familia de cinco genes, sendo dois
completos e trés parciais (BRAYTON et al., 2005). Essa estrutura foi
similar nos isolados Saint Maries e Flérida, porém as seqliéncias dos genes
nao foram idénticas entre isolados, sendo de 95% paramsp7b-1, 77%
para msp1b-2 (genes completos) e 99% paramsp7b pgl, 28% para
msp1b pg2 e 3,91% paramsp7b pg3 (pg = genes parciais). Nao se sabe
até o momento se 0s genes parciais sdo pseudogenes funcionais, que
permitiriam uma variacao antigénica em MSP1b (BRAYTON et al., 2005).
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A superfamilia msp2 foi criada com base na identidade das seqliéncias
com as proteinas de superficie MSP2, MSP3 e MSP4, previamente conhe-
cidas, que formam a base para a familia PFAM 01617. As duas proteinas
mais imunodominantes da superficie de A. marginale, MSP2 e MSP3,
possuem a capacidade de variar seu rol de epitopos, justamente pela
recombinacao de pseudogenes inteiros ou fragmentos desses no sitio de
expressao Unico de cada proteina, por conversao génica (BRAYTON et al.,
2002).

A andlise dos diversos transcritos que codificam a MSP2 mostrou uma
regido central hipervaridvel - RCH Unica, de aproximadamente 246
nucleotideos no isolado Flérida de A. marginale, flanqueada por regioes N e
C terminais altamente conservadas. A variagao na regiao central resultou
de insercdes, delecdes e substituicoes de nucleotideos. Estrutura seme-
Ihante também foi identificada em Anaplasma phagocytophilum, com
homologia nas regides N e C terminais de 96% e 87 %, respectivamente
(FRENCH et al., 1999); e em A. centrale, com pelo menos quatro epitopos
T CD4* comuns entre essa espécie e A. marginale (SHKAP et al., 2002).

Durante cada ciclo de riquetsemia, a cada seis a oito semanas, ocorre a
emergéncia de A. marginale expressando variantes distintas de MSP2,
contendo epitopos imunogénicos que induzem a producao de anticorpos
especificos durante a infeccao persistente da riquétsia. Acredita-se que
essa variacao antigénica é um mecanismo de evasao da resposta imune
(FRENCH et al., 1999). A variacao antigénica de MSP2 também ocorre em
A. marginale na glandula salivar de carrapatos Dermacentor
(RURANGIRWA et al., 2000; FUENTE et al., 2001), demonstrando que
ocorre pressao de selecao para variacdo sobre MSP2 no hospedeiro
invertebrado, independentemente do sistema imune do bovino.

Os mecanismos de variacdo genética em msp2 estdo sendo intensamente
estudados. BRAYTON et al. (2001) demonstraram que ocorre
recombinacao de pseudogenes inteiros de msp2 em um sitio de expressao
Unico para gerar novas variantes antigénicas. Essa recombinacao constitui
um segundo nivel de variacdo, no qual pequenos segmentos de
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pseudogenes se recombinam no sitio de expressao por conversao génica
(BRAYTON et al., 2002).

A despeito da semelhanca estrutural entre msp2 de A. marginale e de A.
phagocytophilum (p44), o mecanismo de variacao antigénica é distinto,
uma vez que nessa Ultima espécie apenas ocorre conversao de
pseudogenes inteiros, incluindo regides flanqueando a porcao central
hipervaridvel, no sitio Gnico de expressao do gene (LIN et al., 2003). O
numero de variantes de msp2 necessario para garantir evasao do sistema
imune por A. phagocytophilum parece advir do grande nimero de paralogos
de msp2 no genoma dessa riquétsia (mais de 80) (LIN et al., 2003).

Os ortélogos de msp2 nos membros do género Ehrlichia, E. ruminantium, E.
canis e E. chaffeensis (OHASHI et al., 1998; van HEERDEN et al., 2004)
sdo arranjados como genes completos em grupos repetitivos em um (E.
ruminantium, E. chaffeensis) ou dois (E. canis) loci, contendo 16-25
pardlogos. Ocorre sintenia entre o arranjo desses genes em Ehrlichia sp. e
o operon de msp2, tanto em A. marginale como em A. phagocytophilum
(LOHR et al., 2004). No entanto, os mecanismos de geracio de variacdo
antigénica nessas proteinas de membrana sao bem distintos, uma vez que
as espécies de Ehrlichia utilizam multiplos genes dos grupos repetitivos
(OHASHI et al., 1998; van HEERDEN et al., 2004), enquanto A. marginale
e A. phagocytophilum usam mecanismos de recombinacao. Uma possivel
explicacdo para a evolucao desses diferentes mecanismos pode ser o gene
mutL, que codifica para uma enzima envolvida no reparo de mismatch. Em
A. marginale, um nimero varidvel de trechos de residuos G pode resultar
algumas vezes em alteracoes estruturais no gene que codifica a enzima.
Dessa forma, podem ocorrer altas taxas de mutacao e recombinacao
(BRAYTON et al., 2005).

No genoma do isolado Saint Maries de A. marginale, foram detectados
sete pseudogenes funcionais para msp2. Esse gene é transcrito como
parte de um operon de quatro genes, sendo os trés outros denominados
OpAGs (Operon Associated Genes) 1 a 3 (LOHR et al., 2002). OpAG2 e
OpAG3 também pertencem a familia PFAMO1617 de antigenos de superfi-
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cie (BRAYTON et al., 2005). Os membros desse operon possuem um
padrao diferenciado de expressao, ja que opag 7 parece nao ser traduzido;
opag2 e msp2 sao expressos por A. marginale em eritrocitos de bovinos e
nas células intestinais e da glandula salivar do ixodideo; e opag3 é expres-
so apenas em eritrécitos (LOHR et al., 2002). Nas proteinas codificadas
por esse operon, excetuando-se MSP2, hd um minimo polimorfismo, sendo
identificada uma pressao de selecdo de conservacao apenas para a
seqliéncia de OpAG3 (alta conservacao na seqliéncia protéica e moderada
variacao de nucleotideos), ao contrario da pressao para variacao que
ocorre com MSP2 (LOHR et al., 2004).

No isolado Saint Maries, os genes omp7 e omp74 estdo presentes em
cOpia Unica, enquanto o restante dos omps estao dispostos em trés
grupos, em diferentes loci: (1) omp2-5 estao posicionados perto do operon
msp2, com omp4/ omp5 e omp2/omp3 arranjados em seqiiéncia; (2) omp6-
70; e (3) omp77-13 (BRAYTON et al., 2005).

Com excecao de omp2, omp3 e omp6, os quais sdo provavelmente
pseudogenes, os demais omps sao transcritos em eritrécitos bovinos
infectados com A. marginale, no intestino e glandula salivar de carrapato,
e em linhagem celular IDE8 de carrapato. OMPs 1,4, 7,8, 9e 11 sao
expressos como proteinas em eritrécitos bovinos infectados com A.
marginale. No entanto, em células de carrapato, a expressao das proteinas
OMPs 1, 4, 7, 8, 9 é reduzida e, no caso de OMP11, ausente (NOH et al.,
2006).

O restante dos membros da superfamilia msp2 corresponde a pequenos
genes denominados orfX (12 cépias no isolado Saint Maries) e orfY (sete
copias no isolado Saint Maries) (MEEUS et al., 2003). Esses genes tém um
peptideo sinal que apresenta identidade com MSP3, porém, no restante da
seqliéncia, ndo se assemelham aos membros da familia PFAMO1617.
Foram incluidos na superfamilia msp2 em virtude de sua relacao espacial
com msp2 e msp3: geralmente sao encontrados flanqueando um
pseudogene de msp2 ou de msp3, e sao parte do sitio de expressao de

msp3, sendo transcritos como parte do operon msp3 (MEEUS et al., 2003).
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Um sistema de secrecao tipo |V foi identificado no genoma do isolado Saint
Maries, o qual esta arranjado como em A. phagocytophilum, E. chaffeensis
(OHASHI et al., 2002) e em E. ruminantium (COLLINS et al., 2005), com
um operon contendo sodB, virB3, virB4, e virB6 e outro com virB8, virB9,
virB10, virB11 e virD4. O gene virB6 é seguido por trés paralogos, e ha
também uma cépia adicional de virB8 e virB4 nao associada a outros genes
do sistema de secrecéao tipo IV (BRAYTON et al., 2005).

Como esses genes estao possivelmente ligados a transporte de moléculas
efetoras relacionadas com a viruléncia, uma linha que pode ser explorada
no desenvolvimento de novos imundgenos é o knockout deles para possivel
atenuacao de A. marginale.

Um dos pré-requisitos desejaveis para uma proteina candidata a imunégeno
é a conservacao do gene que a codifica. Dessa forma, a conservacao dos
genes de OMPs e de sistema de secrecao tipo |V esta sendo avaliada na
Embrapa Gado de Corte, em diferentes isolados brasileiros da riquétsia.
Até o momento, omp 1, omp4, omp6, virB3, virB8 e sodB foram amplifica-
dos por PCR a partir de DNA gen6émico dos isolados Pernambuco - Agres-
te, Pernambuco - Sertao, Parana, Rio Grande do Sul e Mato Grosso do Sul,
obtidos durante a fase aguda dainfeccao. Em seguida, foram clonados em
plasmideo pGEM-T, seqlienciados, montados e alinhados. Foi possivel
observar um alto grau de conservacao nos fragmentos seqiienciados dos
genes, entre os isolados brasileiros, e também com relagcao ao isolado
Saint Maries. A Fig. 1 mostra um trecho do alinhamento muiltiplo obtido de
virB8.

Confirmando os dados obtidos nos isolados brasileiros de A. marginale, a
andlise das seqliéncias de omp 7-74 nos isolados Saint Maries e Flérida
também revelou alto grau de conservacao, nas fases aguda e crénica da
infeccdo em bovinos e durante a passagem por carrapatos (NOH et al.,
2006).

Nao ha dados de imunoprotecao conferida pelas novas proteinas de
membrana identificadas, no entanto, soros de bovinos imunizados com
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membrana de A. marginale reconheceram OMP4, OMP7, OMP10,
OMP14, OpAG2, VirB9, e VirB10 (LOPEZ et al., 2005).

:

‘_h."[;: Bl i

Fig. 1. Trecho do alinhamento multiplo de virB8 de diferentes isolados brasileiro e

americano (Saint Maries) de Anaplasma marginale.

Identificacdo de novas proteinas de
membrana por analise protedmica

Mediante a separacao eletroforética bidimensional da membrana da
riquétsia e andlise por espectrometria de massa das proteinas que reagi-
ram como soros (IgG e IgG2) de bovinos imunizados com membrana de A.
marginale, foi possivel detectar novas proteinas de membrana, negligencia-
das pela anotacao gendémica. Dentre elas estao: AMO97 - conjugal transfer
protein, AM956 - PepA citosol aminopeptidase, AM254 - fator de
elongacéao Tu e quatro proteinas de funcdo desconhecida - AM197,
AM854, AM127, AM387 (LOPEZ et al., 2005).
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Outras contribuicdes da analise
gendmica para o controle da
anaplasmose

Uma outra linha de interesse, abordando genémica da riquétsia, é a identifi-
cacao de genes especificos de A. marginale (isolado brasileiro), quando
comparados com os genes do isolado de Saint Maries, e vice-versa. A
descoberta de tais genes pode gerar informacdes para a identificacao de
proteinas de interesse. Essas comparacdes foram iniciadas, mas ainda nao
resultaram em informacoes significativas, dada a quantidade insuficiente
de reads seqlienciados, que leva a uma montagem de dificil anotacao.

Em comparacoes preliminares, feitas entre os 811 contigs obtidos na
montagem inicial do isolado brasileiro de A. marginale e as proteinas
preditas do isolado de Saint Maries, usando o pacote de ferramentas
denominado EGG (ALMEIDA, 2002), foram encontrados 297 Bidirectional
Best Hits (BBHs). Um BBH entre dois genes acontece quando um encontra
0 outro (reciprocamente) como hit de similaridade, dados os parametros de
similaridade definidos pelo usuério. Nesse caso, usaram-se os programas
Blastx e tBlastn (ALTSCHUL et al., 1997) para a determinacao dos hits,
com e-value e-5. Dentre os BBHs encontrados, foram detectadas seis
OMPs:

* gi|56417133|ref|YP_154207.1| outer membrane protein [Anaplasma
arginale str. St. Maries].

* gi|56417180|ref|YP_154254.1| outer membrane protein 5 [Anaplasma
marginale str. St. Maries].

* gi|56417246|ref|YP_154320.1| outer membrane protein 13
[Anaplasma marginale str. St. Maries].

* gi|56417086|ref|YP_154160.1| outer membrane protein [Anaplasma
marginale str. St. Maries].

* gi|56417221 |ref|YP_154295.1| outer membrane protein 9 [Anaplasma
marginale str. St. Maries].

* gi|56417222|ref|YP_154296.1| outer membrane protein 10
[Anaplasma marginale str. St. Maries].
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A Fig. 2 mostra uma possivel ancoragem dos contigs do isolado brasileiro
no cromossomo completo do isolado de Saint Maries, baseada em alinha-
mentos locais, reportados pelo programa Blastn. A nebulosidade do grafico
evidencia a falta de uma cobertura adequada do genoma de isolado brasilei-
ro, dado o pequeno nimero de reads ja seqlienciados. Essa estratégia pode
ser (til futuramente, na determinacao de trechos importantes a serem
seqlienciados do genoma do isolado brasileiro de A. marginale, ainda
incompleto.

m o i 9.3 o PR 0.6 am .51 . 1n n i
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Fig. 2. Ancoragem prévia dos contigs do isolado brasileiro de Anaplasma marginale no

cromossomo do isolado americano (Saint Maries) da riquétsia.

Genes com expressao diferencial
nos hospedeiros de Anaplasma
marginale

Um outra linha de interesse, abordando genémica da riquétsia, é a identifi-
cacao de genes determinantes da transmissdo. Com o sequenciamento
dos genomas de outras riquéstias transmitidas por carrapato, das familias
Anaplasmataceae e Rickettsiaceae, é possivel comparar genes e vias
Unicas de espécies transmitidas por carrapatos (ex. A. marginale,
Rickettsia conorii e E. ruminantium), ausentes no genoma de espécies nao
transmitidas por carrapatos (ex. Wolbachia pipientis). Uma anélise prelimi-
nar dessa natureza revelou genes de proteinas de membrana da familia
PFAM (BRAYTON et al., 2005), as quais, por serem de superficie, sdo
alvos para o desenvolvimento de vacinas.
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