PUCRS

~ FACULDADE DE BIOCIENCIAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR
DOUTORADO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR
BRUNA FERREIRA LEAL

CARACTERIZACAO DE UMA PROTEINA RICA EM GLICINAS E DA PARAMIOSINA DO
CARRAPATO Rhipicephalus microplus

Porto Alegre
2017

POS-GRADUACAOD - STRICTO SENSU

»8.¢

AR

. XK

6 ~=—- &
=
Egym®

Pontificia Universidade Catodlica
do Rio Grande do Sul




Pontificia Universidade Catoélica do Rio Grande do Sul
Faculdade de Biociéncias

Programa de P6s-Graduacao em Biologia Celular e Molecular

BRUNA FERREIRA LEAL

Caracterizacao de uma proteina rica em glicinas e da paramiosina

do carrapato Rhipicephalus microplus

Porto Alegre

2017



BRUNA FERREIRA LEAL

Caracterizacao de uma proteina rica em glicinas e da paramiosina

do carrapato Rhipicephalus microplus

Tese de doutorado apresentada ao Programa de Pos-
Graduagdao em Biologia Celular e Molecular da
Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do

Sul.

Orientador: Prof. Dr. Carlos Alexandre Sanchez Ferreira

Co-orientador: Prof. Dr. Itabajara da Silva Vaz Jr.

Porto Alegre

2017



Ficha Catalografica

L435 Leal, Bruna Ferreira

Caracterizagao de uma proteina rica em glicinas e da paramiosina do
carrapato Rhipicephalus microplus / Bruna Ferreira Leal . — 2017,

143 £

Tese (Doutorado) — Programa de P6s-Graduacao em Biologia Celular e
Molecular, PUCRS.

Orientador: Prof. Dr. Carlos Alexandre Sanchez Ferreira.
Co-orientador: Prof. Dr. Itabajara da Silva Vaz Junior.

1. Rhipicephalus microplus. 2. paramiosina. 3. proteina rica em glicinas. 4.
proteinas salivares. 5. relacao parasito-hospedeiro. I. Ferreira, Carlos
Alexandre Sanchez. II. Vaz Janior, Itabajara da Silva. IIL. Titulo.

Elaborada pelo Sistema de Geragao Automatica de Ficha Catalografica da PUCRS
com os dados fornecidos pelo(a) autor(a).




BRUNA FERREIRA LEAL

Caracterizacao de uma proteina rica em glicinas e da paramiosina

do carrapato Rhipicephalus microplus

Tese de doutorado apresentada ao Programa de P6s-Graduag@o em Biologia Celular e

Molecular da Pontificia Universidade Catodlica do Rio Grande do Sul.

Aprovado em de de

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Pedro Lagerblad de Oliveira
Prof. Dr. Henrique Bunselmeyer Ferreira

Prof. Dr. Cristiano Valim Bizarro

Porto Alegre
2017



AGRADECIMENTOS

Ao meu orientador Prof. Dr. Carlos Alexandre Sanchez Ferreira pela oportunidade,

pela dedicagdo e pelo aprendizado proporcionado.

Ao meu coorientador Prof. Dr. Itabajara da Silva Vaz Jr. pelo auxilio e pelo

aprendizado.

A Fundagdo de Amparo a Pesquisa no Estado do RioGrande do Sul (FAPERGS), a
Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), ao Conselho
Nacional de Desenvolvimnto Cientifico e Tecnolégico (CNPq) e ao Instituto Nacional de
Ciéncia e Tecnologia em Entomologia Molecular (INCT-EM) pelo auxilio financeiro

concedido para o desenvolvimento desse trabalho.

Aos colegas e amigos do Laboratério de Imunologia e Microbiologia da PUCRS,
principalmente Stephanie Wagner Gallo, Bruna Kern Donamore, Belisa Avila Rodrigues,
Valdir Cristévao Barth Jr., Bruno Dall’ Agnol, Samara Paula Mattiello e Maria Claudia Rosa

Garcia pela troca de conhecimentos e experiéncias e pela amizade.

Aos alunos de iniciagdo cientifica Huama Santos, Sofia Magalhaes, Kerstin Camile

Creutzberg, Alexandra Santos e Peterson Vargas, que auxiliaram na realiza¢do desse trabalho.

Aos colegas do Laboratério de Imunologia Aplicada a Sanidade Animal da UFRGS,
principalmente Maria Fernanda Alzugaray, Lucia Sanchez Di Maggio, Lucas Tirloni e Luis
Fernando Parizi, pela ajuda na realizacdo desse projeto.

A Prof. Dr*. Adriana Seixas pelo auxilio técnico e aprendizado proporcionado.

A Dr*. Gaby Renard, Betinia Souza de Freitas e Joanna Inés Ayres Reis pelo auxilio

técnico e pela paciéncia.



As amigas que fiz no inicio da graduacdo e permanecem até hoje ao meu lado: Anelise
Baptista, Thaina Saldanha e Cristina Irber, obrigada pelos bons momentos, por me escutarem,

pelos concelhos e pela amizade.

Aos meus pais Rogério e Laura por todos esses anos de preocupagdo, de amor e

carinho.

A minha familia felina e canina, por todos os momentos de alegria.

E a todos aqueles que de alguma forma ajudaram na realizacdo desse trabalho.



“Por vezes sentimos que aquilo que fazemos ndo € sendo uma gota de 4gua no mar. Mas o mar
seria menor se lhe faltasse uma gota”.

(Madre Teresa de Calcuta)



RESUMO

O Rhipicephalus microplus € um carrapato que infesta preferencialmente bovinos, causando
um grande prejuizo a pecuaria. O principal método de controle € o uso de acaricidas, os quais
selecionam populacdes resistentes, além de aumentar o custo e o risco de contaminacdo da
carne, do leite e do ambiente. Desta forma, antigenos vacinais t€ém sido identificados e
caracterizados como alternativa aos acaricidas. Moléculas salivares de parasitos hematéfagos
podem inibir respostas associadas a homeostase e modular o sistema imune do hospedeiro e,
portanto, sdo opg¢Oes na busca por vacinas anti-carrapato. Neste contexto, este trabalho
caracterizou uma proteina rica em glicinas e a paramiosina do R. microplus. Proteinas ricas
em glicinas s@o secretadas na saliva e sdo essenciais na fixac@o e na alimentag¢do do parasito.
Ja a paramiosina é capaz de evadir o sistema imune do hospedeiro e mostrou-se um
importante alergeno em 4caros e antigeno vacinal contra helmintos. As sequéncias de cDNA e
aminoacidos da proteina rica em glicinas de R. microplus (RmPRG) foram identificadas e
analisadas, revelando duas por¢des distintas da proteina (com glicinas isoladas ao longo da
regido N-terminal e padrdes repetidos contendo glicinas ao longo da regido C-terminal). A
clonagem, expressao e purificacdo da RmGRP foram realizadas e a proteina recombinante foi
testada quanto ao reconhecimento por soros de bovinos naturalmente e experimentalmente
infestados, indicando a sua antigenicidade, mas também uma alta heterogeneidade no
reconhecimento da proteina entre individuos e entre infestacdes no mesmo individuo. Além
disso, a RmGRP recombinante foi reconhecida pelos soros de coelhos imunizados com saliva
e glandula salivar de fémeas parcialmente e totalmente ingurgitadas e ovos, mas ndo por soros
de coelhos imunizados com intestino. A expressdo do gene codificante para a RmGRP
(rmgrp) em diferentes tecidos de fémeas e fases do desenvolvimento do carrapato foi avaliada
por qRT-PCR. A transcri¢dao do gene foi encontrada em ovos, larvas, machos adultos, além de
glandulas salivares, corpos gordurosos e ovarios de fémeas parcialmente e totalmente
ingurgitadas, apresentando os maiores niveis de expressao nas larvas de 1 dia e nas glandulas
salivares de fémeas totalmente ingurgitadas. rmgrp ndo foi expresso nos ovos de 3 e 6 dias e
no intestino de fémeas parcialmente e totalmente ingurgitadas, corroborando o resultado
anterior. Ainda foram avaliados os efeitos do silenciamento do RNAm correspondente a
RmGRP e a RmPRM, o que resultou na reducio da taxa de postura de ovos no grupo em que
o gene da RmPRM foi silenciado e da eclosdo de larvas em fémeas tratadas nos dois grupos.
Portanto, sugere-se que as duas proteinas sdao importantes durante o desenvolvimento larval,

mas s6 a RmPRM seja necesséria na formacdo e/ou postura dos ovos. Também foi realizada a



clonagem da regido codificante e expressdao dos fragmentos N-terminal, interno e C-terminal
da paramiosina de R. microplus (RmPRM) em E. coli e da RmPRM completa em P. pastoris,
sendo confirmadas por SDS-PAGE e western-blot. A partir dos dados obtidos, ambas
RmGRP e RmPRM apresentam caracteristicas que fazem delas possiveis candidatas a

comporem uma vacina coquetel contra o R. microplus.

Palavras-chave
Rhipicephalus microplus; paramiosina; proteina rica em glicinas; proteinas salivares; relacdo

carrapato-hospedeiro.



ABSTRACT

Rhipicephalus microplus is a tick that infests preferably bovines and cause a great damage in
the livestock. The main control method against ticks is the use of acaricides, which lead to the
emergence of resistant populations, in addition to increasing costs and risk of contamination
of meat, milk and environment. Thus, vaccine antigens have been identified and characterized
as an alternative to acaricides. Salivary molecules of hematophagous parasites can inhibit
responses associated to homeostasis and modulate the host immune system and, therefore, are
options in the search for anti-tick vaccines. This work characterized a glycine rich-protein and
the paramyosin of R. microplus. Glycine rich-proteins are secreted in tick saliva and are
essential in the attachment and blood feeding. Paramyosin is able to evade the host immune
system and proved to be an important allergen of mites and vaccine antigen against helminths.
The cDNA and amino acid sequences of the R. microplus glycine rich-protein (RmGRP) were
identified and analyzed, revealing two distinct portions of the protein (glycine residues
presented dispersed in the N-terminal region and in repeated patterns along the C-terminal
region). Cloning, expression and purification of RmGRP were performed and the recombinant
protein was tested for recognition by sera from naturally and experimentally infested bovines,
indicating their antigenicity, but also displaying a high heterogeneity in protein recognition
between individuals and among infestations in the same individual. In addition, recombinant
RmGRP was recognized by sera from rabbits immunized with saliva and salivary gland from
partially and fully engorged females and eggs, but not from sera from rabbits immunized with
gut. Expression of the gene encoding RmGRP (rmgrp) in different female tissues and tick
development stages was evaluated by qRT-PCR. Gene transcription was found in eggs,
larvae, adult males, salivary glands, fat bodies and ovaries of partially and fully engorged
females, with the highest expression levels in 1-day-old larvae and salivary glands of fully
engorged females. rmgrp was not expressed in 3- and 6-day-old eggs and in guts of partially
and fully engorged females, corroborating to the aforementioned result. Effects of RNAm
silencing corresponding to RmGRP and RmPRM were evaluated, which resulted in egg
laying reduction in the group in which the RmPRM gene was silenced and in the reduction of
larval hatching rate in the two groups. Therefore, it is suggested that both proteins are
important during larval development, but only RmPRM is required in egg formation and/or
laying. Cloning of the coding DNA regions and expression of N-terminal, internal and C-
terminal fragments of R. microplus paramyosin (RmPRM) in Escherichia coli and of the

complete RmPRM in Pichia pastoris were confirmed by SDS-PAGE and western-blot. From



the data obtained, both RmGRP and RmPRM have characteristics that make them possible

candidates to compose a cocktail vaccine against R. microplus.

Keywords: Rhipicephalus microplus; paramyosin; glycine rich-protein; salivary proteins;

tick-host relationship.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Sequéncia de nucleotideos e de aminoacidos predita do cDNA codificador da

paramiosina de RAIpicephalus MICTOPIUS............cc.oeeeueeeeieieiiieeiie et 94

Figure 2 - SDS-PAGE 12% e western-blot dos fragmentos N-terminal, interno e C-terminal

da RmPRM parcialmente purificados por cromatografia de afinidade............c.cccccvevvnreennen.. 100
Figura 3 - Western-blot da expressdao da RmPRM em P. pastoris..........ccccceeveeeeneeenneeennnne. 101
Figura 4 - Silenciamento de rmprm no ovario de fémeas parcialmente ingurgitadas de

Rhipicephalus microplus 24 h apés o tratamento com dsRmPRM ou dsMSP1
(COMEIOLR) ...ttt e ettt e e ettt e e e e e e e et reeeeeeeeeeettrareeeaeeeeesenttssaeeaaeeeeeasassbaseeeeeeeenns 104



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Efeitos do silenciamento génico a partir do tratamento de fémeas parcialmente

ingurgitadas com dSRMPRM........cccoiiiiiiiiiiiiiiee et 103



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

A - adenina

Ago-3 — argonauta-3

APS — persulfato de amonio

BCIP —5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato (5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphato)
BMGY - meio complexo tamponado com glicerol

BMMY - meio complexo tamponado com metanol

C - citosina

cDNA - acido desoxirribonucleico complementar

Da - Dalton

DNA - 4cido desoxirribonucleico

DNAse - desoxiribonuclease

dsMSP1 — RNA fita dupla codificador da proteina da superficie do merozoito-1 de P.
falciparum

dsRNA — RNA fita dupla (double-stranded RNA)

dsRmGRP — RNA fita dupla codificador da proteina rica em glicinas de R. microplus
dsRmPRM — RNA fita dupla codificador da paramiosina de R. microplus

DTT - ditiotreitol

EST —expressed sequence tags

Fc — fracgao cristal

G - guanina

GST - glutationa-S-transferase

IGBPs — proteinas que se ligam a imunoglobulinas

IgG — imunoglobulina G

IgG1 — imunoglobulina G 1

IPTG - isopropil B-D-tiogalactopiranosideo

LB — Luria-Bertani

MSP-1 — proteina da superficie do merozoito-1 (Merozoite surface protein-1) de Plamodium
falciparum

msp-1 — gene codificador da proteina da superficie do merozoito-1 de P. falciparum
NBT - nitroazul de tetraz6lio

PBS — tampao fosfato salina

PCR - reacdo em cadeia da polimerase



pH — potencial hidrogenionico

PRG (GRP) - Proteina rica em glicinas (glycine rich-protein)

PRM - paramiosina

gRT-PCR — PCR quantitativo em tempo real

rcf — forga centrifuga relativa

REST - Ferramenta para Andlise de Expressdo Relativa (Relative Expression Software Tool)
RISC — complexo de silenciamento induzido por RNA

RmPRG/ RmGRP - proteina rica em glicinas (glycine rich-protein) de Rhipicephalus
microplus

rmgrp — gene codificador da proteina rica em glicinas de R. microplus
RmPRM - paramiosina de R. microplus

rmprm - gene codificador da paramiosina de R. microplus

RNA - 4cido ribonucleico

RNAIi — RNA interferéncia

RNAm — RNA mensageiro

RNAse - ribonuclease

rpm — rota¢do por minuto

rRmGRP - proteina rica em glicinas de R. microplus recombinante
rRmPRM - paramiosina de R. microplus recombinante

SDS — dodecil sulfato de sédio

siRNA — pequenos RNAs interferentes

T - timina

YNB - base de nitrogénio para leveduras

YPD - extrato de levedura-peptona-dextrose

YPDS - extrato de levedura-peptona-dextrose-sorbitol



SUMARIO

08 142111 1 (13 USROS 17
1.1 INTRODUGAO........ooiiieeeeeeeeeeeeeeeee et asneean 18
1.1.1  RAIpicephalis MICTOPIUS............cccuveeecreeeeieeeeieeeeeee et eeeieeeetaeeeree e e e eaeesraeesaae e 18
1.1.2 MEtOdOS d€ CONLIOIL.......eiiiiiiiieiiiiiieieerteee ettt 19
1.1.3 Resisténcia naturalmente adquirida...........ccceeeveeriiiieniiiieniie e 19
1.1.4 A busca por antiZen0os PrOLELOTES. .....cccueererrreerreeerireerirreensreesseeesseeessseeessseessseeesssees 21
1.1.5 Métodos para a identificacdo de novos antigenos protetores..........ccevveerruveerruveennnne. 25
1.1.5.1 RNA INEEITEIENCIA. ...eouviiiiiiiieiieieeeee ettt 26
1.1.6 ANHIZENO0S SAlIVATES.....eeiiuiiieiiieiiieeeiieeeiiee et e eriteeestaeestaeesteeessaeeessseeensseeensseeensseennns 28
1.1.6.1 Proteinas ricas €m ZlICINAS. .....ccueieruieeriiieeriieerieeerieeerteeereeeiteeeareeeaeeesbeeesnneees 30
1.1.6.2  ParamiOSINa........cocueeruieriieniienieeiee et eniee et ettt e st et e see e steesinesneesanesreesaneenneenan 33

1.2 OBJETIVOS. ..ottt ettt sttt sttt et s nbe s 38
1.2.1 ODBJEtIVO ZETAL.....eiiiiiiiiiieeiie ettt et ee e et e et e e e e e etaeeestaeeensaeeensaeesnsaeennnes 38
1.2.2  ODbjetivos ESPECTIICOS. ..uuriieiiieiiiieeiieeeiteeette et e et e erreeeeaeeeeaeesaaeeeaaeeenraeeenseeennnes 38
081171111 (177 TSSO U PRSP 39
ARTIGO CIENTIFICO........ovvumiimiireeireseieseiesssesssssesss sttt 42
08117111 (136 RO PRUSUPOUOPPRUUPRRRPPRN 91
RESULTADOS PARCIALIS. ...ttt ettt s 91
3.1 INETOAUGAO. ..eiiiiiiiiiee ettt e ettt e e e et e e e e et e e e e eaaaeeeeeaaseeeeeesasaaeeessaeeeaanes 92
3.2 Materiais € MELOAOS. ....cueeruiiiriiiriieiieeieeete ettt ettt ettt et ebeeseeeeneenaeees 93

3.2.1 Clonagem das regides N-terminal, interna e C-terminal da RmPRM em vetor

PTOCATIOTICO. ¢.eeeuvvieeuireeeitieeeitteeeteeeetteeeseteeestteeeaaeesnseaesssaeeanseeensseeensseeensseeansseeensseeensseesnsneennseennns 93
3.2.2 Expressdo em E. coli e purificagdo das proteinas recombinantes..............c.coeeu.e... 95
3.2.3 Clonagem e expressdao da RmPRM em P. pastoris.........cccocceevceevieeinieeinieeinneenns 95
3.2.4 SDS-PAGE € WeStern-blOt.........cooviriiiiiiiiiiiieeeceieeeeceeeese e 97
3.2.5 RNA INEI EIENCIA. ....veiiiiiiiiiiieiee ettt e 97
3.2.0  ANALISE EStAtTSTICA. .eeuveeutieiiieiieeite ettt ettt sttt et e e en 99
3.2 7  ASPECLOS ELICOS. .eeiuutiiiiiieiitee ettt ettt ettt et e et e et e et e e s bt e e sabbeesabeeesabeessabeeenareesaneas 99

3.3 RESUITAAOS. ..ttt ettt ettt st enees 99
3.3.1 Clonagem, expressao e purificacdo das proteinas recombinantes..........c....c.cceu..... 99
3.3.2 Expressao da RMPRM €m P. PASIOFIS........ccccueeeeueeaciiieeiieeeiieeseeeenieeeeeeeeiee e 101

3.3.3 Silenciamento da RIMPRIM .....ooouuiiiiiiiiiiiiiieee ettt 102



(081171111 (137 S RSOOSR TR 105

CONSIDERACOES FINAIS......cocoooiieeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeee e sese s sesese s s e sese s nanaees 106
REFERENCIAS.......ooviiieieieeeeeeeeee e aesessasse s ssas s 111
APENDICES........oooviiiieeeee e s s aenaseeseaenans 132

APENDICE A = SOIUGHES........c.veveeveeeeeeeeeeeeeeeeesessseseee s seseeseesessessesees s sssses s eeseesessesneseens 132
ANEXOS ..o 139

ANEXO A - Carta de Aprovacio da Comissio de Etica para o Uso de Animais................ 139



17

Capitulo 1

Introducao

Objetivos
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1.1 INTRODUCAO

1.1.1 Rhipicephalus microplus

O Rhipicephalus microplus (Cenestrini, 1888) € um carrapato classificado no filo
Arthropoda, classe Aracnida, subclasse Acari, ordem Ixodida, familia Ixodidae e subfamilia
Rhipicepalinae (1). Esta espécie previamente pertenceu ao género Boophilus, porém, Murrell
et al. (2) analisaram a filogenia de Rhipicephalinae e apresentaram Rhipicephalus como um
género parafilético, no qual o género monofilético Boophilus estava inserido. Desta forma, as
espécies incluidas no género Boophilus foram reclassificadas para Rhipicephalus e, além
disso, Boophilus foi considerado um subgénero (3).

O R. microplus é um ectoparasito de um unico hospedeiro (monoxeno) que infesta
preferencialmente bovinos (4) e apresenta seu ciclo de vida dividido em duas fases: parasitaria
e de vida-livre. Na maior parte do ciclo de vida, o carrapato fica abrigado em micro habitats
junto ao solo (em torno de 32 dias), enquanto que, somente em uma menor parte do ciclo (em
torno de 21 dias), o carrapato se fixa no hospedeiro para se alimentar de sangue (5).

A fase parasitaria inicia com a infestacdo pela larva, que se fixa no hospedeiro e se
alimenta inicialmente de plasma. Apds o 8° dia de fixacdo, as larvas sofrem ecdise e originam
as ninfas, que passam a se alimentar de sangue; essas sofrem uma nova metamorfose,
ocorrendo a diferenciacdo morfologica entre machos e fémeas. As fémeas jovens sdo
denominadas nedginas e quando se tornam parcialmente ingurgitadas sdo denominadas
partenoginas (18° dia), enquanto que as fémeas totalmente ingurgitadas sdo chamadas
teledginas (21° dia). A fecundacdo ocorre a partir do 17° dia, ocorrendo, posteriormente, um
rapido ingurgitamento até chegar a fase de tele6gina, no qual as fémeas se desprendem do
hospedeiro e caem no solo, onde fazem a postura dos ovos, o que finaliza a fase parasitaria e
da inicio a fase de vida livre (6-9).

Os carrapatos podem transmitir virus, bactérias, helmintos e protozodarios para os
hospedeiros vertebrados (10), sendo o segundo transmissor de patdgenos que causam doengas
em humanos, animais domésticos e selvagens, atrds somente dos mosquitos. A infestacdo pelo
R. microplus pode causar anemia intensa no gado tanto pela propria hematofagia, quanto pela
tristeza parasitaria bovina, causada por patégenos como Anaplasma spp. € Babesia spp. e
transmitidos pelo carrapato (11,12).

O R. microplus, originario do sudoeste da Asia, foi introduzido nos trépicos chegando

a Austrilia, Sul e Leste da Africa e América do Sul e Central (4). Atualmente é um grande
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problema econdmico que gera alto impacto na criagdo de gado e na produgdo de leite e,
consequentemente, afeta paises em desenvolvimento na Africa, Asia e América Latina que
dependem da pecudria (13). As perdas econdmicas causadas pelo R. microplus no Brasil

foram estimadas por Grisi et al. (14) em 3,24 bilhdes de ddlares anualmente.

1.1.2 Métodos de controle de carrapatos

Os métodos convencionais de controle do carrapato sdo baseados no uso de acaricidas,
porém os seus residuos podem causar sérios impactos no meio ambiente e contaminar o leite e
a carne (15,16). Além disso, a utiliza¢do dos acaricidas apresenta um alto custo e, com 0 uso
intensivo, selecionam populacdes resistentes a uma ampla gama de classes de acaricidas como
amidinas, piretréides, ivermectinas, organofosforados, entre outros quimicos (17-19), o que
indica a necessidade de novos métodos de controle. O desenvolvimento de uma vacina tem
sido considerado um dos métodos mais promissores para eliminar o carrapato, uma vez que os
custos para a producao sao baixos, a taxa de mutacio dos genes codificantes para os antigenos
deve ser menor do que a taxa de sele¢do de carrapatos resistentes aos pesticidas/acaricidas,
além de ndo poluir o meio ambiente, sem gerar produtos com residuos quimicos para o
consumo (15, 20, 21). Entretanto, a identificacdo e caracterizacdo de uma ampla gama de

antigenos protetores ao R. microplus ainda € necessaria (22, 23).

1.1.3 Resisténcia naturalmente adquirida

A resisténcia naturalmente adquirida ao carrapato € uma habilidade do hospedeiro de
montar uma resposta imune contra antigenos do carrapato que entram em contato com o
mesmo durante a alimentagdo, como os componentes da saliva, ao longo de sucessivas
infestacdes (24). Os bovinos exibem fendtipos divergentes de resisténcia e suscetibilidade a
infestacdo por R. microplus. Estas divergéncias apresentam base hereditaria e foram
constatadas entre as diferentes racas de bovinos (25). Bovinos Bos indicus apresentam maior
resisténcia ao R. microplus, fato que se deve provavelmente a muitos anos de co-evolugdo
com o parasito, uma vez que os dois sdo origindrios da Asia, enquanto que o Bos taurus (com
origem na Europa), mais recentemente exposto ao carrapato, apresenta maior suscetibilidade

(26). Por outro lado, ao longo da sucessdo das infestacdes, os bovinos tendem a apresentar
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niveis gradativamente menores de parasitos que completam o ciclo parasitario (7). Esta
resisténcia ao carrapato pode ser evidenciada pela redugcdo de carrapatos fixados, pela
diminui¢do de fémeas ingurgitadas e, por consequéncia, pela diminuicdo na produgdao dos
ovos, assim como na sua viabilidade, além da inibicdo da muda e o aumento da mortalidade
dos carrapatos (27-29), podendo ser afetada por muitos fatores incluindo idade, sexo,
lactacao, estresse e estacdo do ano (24).

Kemp et al. (30) mostraram que a redugdo de larvas nas primeiras 24 h ap6s uma
infestacdo experimental por carrapatos foi maior nos bovinos resistentes do que nos
suscetiveis. Além disso, as larvas eram mais leves e ficaram menos tempo fixadas no mesmo
local, movimentando-se por mais tempo sobre a pele do hospedeiro. Estudos também
mostraram que a diferenca de resisténcia entre racas bovinas poderia estar relacionada com a
resposta de hipersensibilidade intensa detectada em bovinos suscetiveis (31-32). Schleger et
al. (33) detectaram maiores niveis de histaminas liberadas no local de alimentacdo do
carrapato pela degranulacdo de mastdcitos e eosindfilos em bovinos altamente resistentes (33,
34). Os autores sugerem que as histaminas liberadas na epiderme poderiam estimular o
comportamento de auto-higiene nos bovinos, diminuindo o nimero de larvas. Mais
recentemente, a resisténcia as infestacoes de carrapatos foi associada a regulacdo diferencial
da expressdo de varios genes no tecido cutaneo de bovinos infestados (35, 36). Piper et al.
(35) indicaram uma maior expressao de genes relacionados a atividade celular e a resposta
imune contra a infestagdo por carrapatos, além de maior atividade inflamatdria na pele de
animais suscetiveis no local da fixagao da larva.

Também tem sido investigada a variabilidade no nivel de anticorpos elicitados entre
racas de bovinos apds infestagdes por carrapatos. Kashino et al. (37) mostraram uma redugdo
nos niveis de anticorpos anti-saliva do isotipo IgG1 em bovinos suscetiveis apds infestacdes
pesadas com R. microplus, o que ndao ocorreu em bovinos resistentes. Porém, ap6s infestacoes
leves, essa diferenca nao foi encontrada entre bovinos resistentes e suscetiveis. Ja Cruz et al.
(38), comparando infestacdes leves e pesadas, indicaram que, durante as infestagdes pesadas,
bovinos B. taurus (suscetiveis) apresentaram maiores niveis de IgG contra extrato de glandula
salivar, de intestino e de larva de R. microplus. Além disso, foi verificada uma variagdo nos
antigenos majoritariamente reconhecidos entre individuos da mesma racga bovina. Piper et al.
(25) também mostrou uma variacdo no reconhecimento individual de antigenos e,
diferentemente de Kashino et al. (37), observou maiores niveis de anticorpos IgG1 especificos

contra diferentes extratos do carrapato em bovinos suscetiveis do que em resistentes. Portanto,
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sugere-se que os niveis de infestagdo devem influenciar a resposta de IgG contra o carrapato,
a qual tende a variar entre individuos.

A resisténcia naturalmente adquirida pode ser estabelecida ap6s sucessivas infestagdes
por carrapatos, porém essa resisténcia € somente parcial, pois geralmente alguns individuos da
populacdo conseguem se alimentar suficientemente para completar o ciclo parasitirio. Assim,
com a busca por antigenos que elicitem resisténcia, diferentes proteinas capazes de induzir
essa mesma resposta t€m sido identificadas ap6s imunizagdo artificial. Depois de vacinado, os
recorrentes contatos com o carrapato devem reforgcar a imunidade do hospedeiro, como uma
vacina de refor¢o e, portanto, nao haveria a necessidade de gastos com doses adicionais do

antigeno (39).

1.1.4 A busca por antigenos protetores

Os antigenos de parasitos estudados t€m sido classificados como expostos ou ocultos
(40). Antigenos expostos sdo considerados aqueles que interagem com o sistema imune do
hospedeiro (41), enquanto que antigenos ocultos seriam aqueles que ndo estimulam uma
resposta imunoldgica durante uma infestagdo natural, ja que geralmente estdo protegidos em
tecidos ou secrecdes ndo expostas ao sistema imune do hospedeiro (42, 43). Inicialmente,
pode parecer mais promissor a utilizacdo de antigenos expostos em ensaios de vacinagdo a
fim de proteger o hospedeiro, ja que estdo associados a tecidos ou secre¢des que naturalmente
entram em contato com o sistema imune do hospedeiro e podem estimular e/ou reforcar uma
resposta imune. Porém, durante a co-evolucdo parasito-hospedeiro, o carrapato tem adquirido
formas de modular respostas do sistema imune do hospedeiro como forma de sobrevivéncia
(44) e, portanto, os antigenos normalmente expostos podem ndo ser suficientes para uma
protecdo completa. Nuttall et al. (45) descrevem que a imunizacdo com antigenos expostos €
eficiente na producdo de uma resposta imune, mas que ndo permanece apds repetidas
exposi¢des ao carrapato. J4 a imunizacdo com antigenos ocultos tem mostrado também
elicitar resposta imunes protetoras, levando a menores niveis de infestacdo apds a exposi¢ao
ao carrapato (43).

Entre os antigenos ocultos estudados, a Bm86, uma glicoproteina isolada do intestino
de R. microplus, foi utilizada como imundégeno na producdo de duas vacinas contra o
carrapato. A primeira vacina a ser comercializada, a TickGARD, foi produzida na Austrilia e

introduzida ao mercado em 1994 (46). Porém, essa vacina apresentou alta variacdo no grau de
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eficacia entre espécies, mostrando-se mais eficiente contra espécies do género Hyalomma,
mas ndo significativa para Amblyomma variegatum e Rhipicephalus appendiculatus (47).
Posteriormente, a Gavac, produzida em Cuba, utilizando o Bm86 expresso em Pichia
pastoris, e ndo em Escherichia coli como na TickGARD, passou também a ser comercializada
(48). A GAVAC foi utilizada em paises como Cuba, Coldombia, Republica Dominicana, Brasil
e México, chegando a gerar uma redugdo de 82% nos tratamentos com acaricidas seis anos
ap6s a implantacdo da vacina em Cuba (49, 50). Entretanto, a imunizagdo com a GAVAC
mostrou ser mais eficiente contra linhagens de Rhipicephalus annulatus do que contra o
proprio R. microplus (49, 51). Popara et al. (52) compararam o proteoma de R. annulatus e R.
microplus apds a alimentacdo em bovinos vacinados com a GAVAC e detectou menor
representacdo da maquinaria de degradacao de proteinas, comparado ao R. microplus, porém
os niveis de RNAm e proteina de Bm86 foi similar nas duas espécies. Assim, sugeriram que a
menor atividade proteolitica em R. annulatus facilitaria a interagdo antigeno-anticorpo durante
a infestacdo e, consequentemente, melhoraria a eficicia da vacina. Esses resultados mostram
que fatores fisioldgicos também podem afetar a eficicia de uma vacina em diferentes espécies
de carrapatos.

Com a protecdo parcial ou ainda ineficiente contra algumas espécies e linhagens de
carrapato, continuam as buscas por antigenos protetores. Assim, experimentos de vacinagdo
utilizando diversos antigenos tém sido relatados. Os antigenos de R. microplus Bm91, uma
carboxidipeptidase, ¢ BMA7, uma glicoproteina de membrana semelhante a mucina,
produziram respostas imunoldgicas em bovinos menos protetoras quando comparadas com a
resposta ao Bm86 (53, 54). J4 o Bm95, um antigeno homologo ao Bm86, mostrou proteger o
hospedeiro de uma linhagem de R. microplus da Argentina que apresentava baixa
suscetibilidade a vacina contendo o Bm86, apresentando uma eficiéncia similar a obtida pela
GAVAC (55). Duas proteinas associadas a hidroélise de vitelina no ovo de R. microplus (BYC
e VIDCE) também foram usadas em ensaios de vacinacdo. A imunizacdo de bovinos
utilizando a BYC nativa apresentou uma protecdo entre 14 e 36% (56), enquanto que
utilizando a BYC recombinante a eficicia foi de 25,24% contra o R. microplus (57). Ja a
imunizacdo com VTDCE apresentou uma protecdo de 21% (58). Proteinas envolvidas na
detoxificagdo de xenobidticos, como os acaricidas, e compostos endogenos também podem
induzir respostas imunes protetoras. As GSTs de R. microplus (RmGST) e Haemaphysalis
longicornis (GST-HI), em especial, sdo consideradas proteinas com alto potencial vacinal,
uma vez que apresentam reatividade cruzada entre espécies de carrapatos (59, 60). Da Silva

Vaz Jr. et al. (59) mostraram que o soro policlonal contra RmGST reagiu com as GSTs
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recombinantes de H. longicornis e R. appendiculatus. A vacina¢do de bovinos com a rGST-
HI, com posterior desafio com R. microplus, mostrou reduzir o nimero total de carrapatos em
53,08% e o peso das fémeas ingurgitadas em 52,34%, produzindo uma eficicia total de 57 %
(60). A vacina conferiu uma reagao cruzada que induziu uma resposta imune protetora parcial
em bovinos, sugerindo seu potencial em uma vacina coquetel. Entre outras proteinas testadas
em ensaios de imunizagdo contra a infestacdo por R. microplus estdo metaloproteases, como a
BrRm-MP4, que resultou em um menor nimero e peso de carrapatos totalmente ingurgitados
e menor oviposicao e fertilidade dos ovos (61), e um inibidor de tripsina larval (RmLTI), o
qual forneceu uma protecao total calculada em 32% (62).

Com relacdo aos ensaios de vacinagdo contra outras espécies de carrapatos, a
subolesina (4D8), uma proteina intracelular, tem sido intensamente estudada, tendo-se
realizado tanto ensaios de vacina¢do como de silenciamento génico em diferentes espécies de
carrapatos e hospedeiros (63-66). A imuniza¢do de camundongos com a 4D8 mostrou reduzir
a infestacdo por larvas de Ixodes scapularis, além de inibir a muda de larvas para ninfas,
resultando em uma eficiéncia de vacinacdo de 71%. Coelhos vacinados com a 4D8
apresentaram menor infestacdo por ninfas de [I. scapularis, Dermacentor variabilis e
Amblyomma americanum, além de redug@o no peso de ninfas ingurgitadas de D. variabilis
(67). Ovelhas imunizadas com a 4D8, e depois infestadas com I. scapularis, apresentaram
uma menor infestagdo por carrapatos adultos, além de reducdo na oviposi¢do, produzindo uma
eficacia de vacinacao de 71% (68).

Algumas proteinas do carrapato sdo capazes de ligar-se as imunoglobulinas do
hospedeiro que foram ingeridas com o sangue. Essas proteinas ligam-se as imunoglobulinas
no intestino e as transportam pela hemolinfa até as glandulas salivares, saindo pela saliva,
agindo na modulacdo do sistema imune do hospedeiro (). Essas proteinas sdo chamadas de
IGBPs (proteinas que ligam imunoglobulinas) (69). Um ensaio de vacina¢do em coelhos com
uma IGBP de Rhipicephalus haemaphysaloides resultou na diminuicdo do peso de
ingurgitamento e aumentou a mortalidade de carrapatos, comparado ao grupo controle (70).
Outras proteinas com potencial para compor uma vacina anti-carrapato sao as ferritinas. Essas
proteinas podem ligar-se a ions de ferro excedentes da alimentacdo por sangue, ajudando a
armazenar ¢ metabolizar esses ions (71). A imunizacdo de coelhos com a ferritina-2 de 1.
ricinus (I'FER2) foi capaz de reduzir o ndmero e o peso de carrapatos, assim como a
fertilidade, chegando a uma eficiéncia de 98%, enquanto que a vacinacido de bovinos com a
ferritina-2 de R. microplus (RmFER2) mostrou uma eficicia de 64% contra o proprio R.

microplus (semelhante ao encontrado com a Bm86) e de 72% contra o R. appendiculatus (72).
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Ja Galay et al. (73) comparou o potencial das ferritinas 1 e 2 de H. longicornis (HIFER1 e
HIFER2) em ensaio de vacina¢do usando coelhos. As duas proteinas recombinantes reduziram
a taxa de oviposicdo e eclosao, enquanto que s6 a imunizagdo com HIFER?2 reduziu o peso de
ingurgitamento, apresentando maior eficiéncia de vacinac¢do do que a HIFERI.

Entre as proteinas associadas ao cemento isoladas de R. appendiculatus, estdo as
proteinas ricas em glicinas RIM 36 e a 64P. Esta estrutura é formada por proteinas secretadas
na saliva e depositadas ao redor das pecas bucais do carrapato. O cone de cemento tem como
funcdo a fixacdo do carrapato no hospedeiro e, portanto, auxilia na alimentacdao e manutencao
do parasitismo (74). A RIM 36, molécula imuno-dominante de R. appendiculatus, foi
fortemente reconhecida pelo anticorpo anti-RIM 36 em tecidos como glandula salivar e
extratos de cones de cemento do carrapato, mas nao foram realizados ensaios de vacinagdo
usando a proteina sozinha como antigeno (75). A 64P mostrou ter propriedades tanto de um
antigeno “exposto” como “oculto”, pois a imuniza¢cdo de cobaios com a proteina produziu
anticorpos que reagiram com o0s antigenos expostos presentes na saliva do carrapato, mas
também responderam adicionalmente de forma cruzada contra epitopos antigénicos ocultos no
intestino do mesmo (76). J4 a imunizagdo de camundongos com a 64P proveniente de R.
appendiculatus protegeu contra a TBEV (virus da encefalite transmitido por carrapatos)
transmitido por Ixodes ricinus infectado. O resultado foi compardvel a uma tnica dose da
vacina comercial para TBEV, enquanto que a vacina TickGARD ndo apresentou efeito
protetor (77). A vacinacdo com a proteina 64P recombinante induziu reatividade cruzada com
diferentes espécies de carrapatos, mostrando ser compativel para a formulacdo de uma vacina
de amplo-espectro (78). Entre outras proteinas salivares, as serpinas (inibidores de serino-
proteases) tém sido identificadas em diferentes espécies de carrapatos, como a HIS2 de H.
longicornis e a RAS-1, 2, 3 e 4 de R. appendiculatus. A vacinagao de coelhos com a HIS2 e a
vacinag¢do de bovinos com a RAS-1 reduziam a mortalidade de ninfas e carrapatos adultos
(79, 80). Além disso, anticorpos anti-saliva de A. americanum, I. scapularis e Rhipicephalus
sanguineus reagiram de forma cruzada com trés serpinas da saliva de R. microplus, o que
indica seu potencial como antigeno candidato para uma vacina universal contra carrapatos
(81).

Antigenos musculares e associados ao balanco hidrico também tém sido descritos
como capazes de induzir protecdo. As aquaporinas de 1. ricinus (IrAQP1) e R. microplus
(RmAQP1) mostraram proteger o hospedeiro imunizado. A vacinagao com a IrAQPI1 e uma
regido conservada da proteina (CoAQP) apresentaram uma eficiéncia de protecdo de 32% e

80%, respectivamente, o que reflete a baixa taxa da muda de larvas em coelhos vacinados
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com a CoAQP (82). Ja dois ensaios de vacinacdo de bovinos com a RmAQPI1 reduziram o
nimero de carrapatos adultos, apresentando eficiéncias de 68% e 75% (83). A tropomiosina
recombinante de H. longicornis (rHL-Tm) foi inoculada em coelhos, resultando na
diminui¢do do peso de ingurgitamento, na taxa de oviposi¢ao e no peso de ovos por fémea,
além da ndo eclosdo de larvas (84). A imunizacdo de coelhos com a Hc-23 recombinante de
Haemaphysalis concinna, homoéloga a troponina I de H. longicornis, reduziu o peso corporal
de fémeas ingurgitadas e a postura de ovos por carrapatos que se alimentaram no hospedeiro
imunizado, comparado com o grupo controle (85).

Algumas associagdes entre antigenos tém sido testadas a fim de aumentar a protecao
contra o carrapato. O desenvolvimento de vacinas combinando o Bm86 ao Bm91, assim como
o Bm86 ao BMA7, mostraram respostas imunoldgicas mais eficientes quando comparadas
com a vacina que utilizava somente o Bm86 (86, 54). A associagdo de rRAS-3, rRAS-4 e
rRIM 36 foi utilizada para vacinar bovinos contra R. appendiculatus, o que resultou no
aumento da mortalidade de fémeas infectadas e ndo infectadas com Theileria parva,
comparado ao grupo controle. A vacina nio protegeu o bovino da transmissdo do patdgeno,
porém atrasou em um ou dois dias a infeccdo por 7. parva (87). Além disso, a imunizagdo de
bovinos utilizando simultaneamente BYC, VTDCE e GST recombinantes contra o R.
microplus resultou em maior ganho de massa dos bovinos vacinados, quando comparado com
a vacinacdo com apenas um dos antigenos (88), reforcando que a producdo de uma vacina
coquetel pode ser a solucdo para obter uma protecao eficaz contra o carrapato.

Atualmente existem diversos antigenos descritos com alguma capacidade de produzir
imunidade protetora contra carrapatos, porém existem muitas dificuldades de encontrar um ou
um coquetel de antigenos que seja realmente eficiente na prote¢do permanente do hospedeiro,

sem a necessidade da agdo combinada com acaricidas (12).

1.1.5 Métodos para a identificacio de novos antigenos protetores

Novas tecnologias e ferramentas de bioinformatica t€ém facilitado a selecdo de
candidatos potenciais a comporem uma vacina contra carrapatos. Um dos limitantes para
encontrar antigenos com potencial protetor € a auséncia de genomas completos sequenciados
da maioria dos carrapatos, incluindo o R. microplus, porém a producdo de bibliotecas de
cDNA (89, 90), proteomas (91, 92), transcriptomas (93, 94), sialomas (95, 96), mialomas (97-

98), entre outras estratégias, tém auxiliado nessa busca. Uma grande quantidade de dados tem



26

sido gerada, mas sdo necessdrias ferramentas para identificar antigenos com potencial
protetor. E preciso entender as fungdes desses antigenos, em que fase do desenvolvimento sdo
expressos, se apresentam funcdes sobrepostas, ou seja, se sao essenciais para o
desenvolvimento do carrapato ou para a transmissdo de patégenos (99, 100). Assim, o
silenciamento génico tem sido bastante utilizado em carrapatos como uma forma de
selecionar antigenos potencialmente protetores. O RNAi é o método mais utilizado para o
silenciamento génico em carrapatos, uma vez que outras técnicas de manipulagcdo genética sao
limitadas (16). Ensaios de vacinacdo podem ser muito caros, principalmente utilizando
hospedeiros de grande porte, como bovinos (hospedeiro natural do R. microplus). Dessa
forma, apds uma triagem por RNAi, somente antigenos com real potencial seriam destinados

a ensaios de vacinacao.

1.1.5.1 RNA interferéncia

O silenciamento génico por RNAi tem sido realizado em carrapatos a fim de
identificar a funcdo de genes de interesse, caracterizar a interface carrapato-patégeno ou
carrapato-hospedeiro e selecionar potenciais antigenos protetores (16). O método de RNAi
consiste em inserir artificialmente RNAs dupla fita (dSRNA) ou pequenos RNAs interferentes
(siRNA) complemetares a determinado gene no organismo alvo (101) e termina com a
degradacdo do RNAm alvo, que apresenta a mesma sequéncia do dsSRNA/siRNA inicial (102,
103). No caso, o dsRNA ¢ clivado por uma enzima da familia da RNAse III (Dicer) em
pequenos siRNAs com 21-26 nt de comprimento, os quais sdao apresentados pela Dicer para o
complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC). Um de seus componentes, a
Argonauta 2, separa as duas fitas, sendo que uma é incorporada pelo RISC (chamada de fita-
guia), enquanto a outra é degradada. O RISC agora ativado é capaz, pela acdo da Argonauta,
de degradar qualquer RNAm que se ligar a sequéncia-guia pelo pareamento de bases (103-
105). Os mecanismos envolvidos no método de RNAi ainda sdo pouco conhecidos em
carrapatos. Muito do que se sabe foi descrito principalmente em Drosophila melanogaster
(106), mas a maquinaria do RNAi em Anopheles gambiae (107) e Caenorhabditis elegans
(108) também servem como base para modelo de silenciamento génico em R. microplus.
Entre os genes relacionados as vias do RNAi descritos em R. microplus estdao a Dicer,
Argonauta, RdARP e Piwi/Ago-3/Aubergine (99). Entretanto, mais estudos sdo necessarios

para a identificacdo dos componentes e vias referentes ao RN A1 em carrapatos.
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A introducdo do siRNA ou dsRNA complementar a determinado RNAm de um
organismo pode ser realizada por diferentes métodos: i) injecdo ou microinje¢do; ii)
alimentacdo; iii) imersao (soaking); iv) eletroporacdo ou v) supressdo induzida por virus de
RNAI. A injec@o de dsRNA € a técnica mais utilizada em experimentos com carrapatos para
induzir o silenciamento génico. O método € realizado introduzindo o dsRNA manualmente
usando uma seringa diretamente no carrapato, geralmente em fémeas adultas parcialmente ou
totalmente ingurgitadas, a fim de avaliar os efeitos do silenciamento gé€nico na préxima
geragdo (na postura de ovos e eclosao das larvas) (63, 109, 110). A incuba¢do do dsRNA com

carrapatos por imersdo (111), assim como a eletroporacao (112), tem sido uma alternativa

(@'N

para induzir RNAi em fases imaturas do carrapato. J4 a alimentacdo com dsRNA/siRNA

[¢N

realizada por capilares inseridos diretamente no hipostomio do carrapato. A técnica
importante na determinagdo da funcao de genes na interface carrapato-patégeno e carrapato-
hospedeiro (113). J4 com a producao de dsRNA viral é possivel infectar células do carrapato
com virus contendo o gene de interesse e verificar o efeito na infec¢do e na transmissdo de
patogenos (114, 115).

Na busca por antigenos protetores, alguns experimentos de RNAi com carrapatos
detectaram genes de grande importancia na sobrevivéncia do parasito ou da geragdo posterior.
O silenciamento do gene codificante para a subolesina mostrou redu¢do na massa dos
carrapatos, no nimero de ovos e na eclosdao de larvas, além do aumento da mortalidade no
grupo de fémeas recém-saidas da fase de ninfa em que foi injetado o dsSRNA correspondente.
Esses efeitos foram aumentados quando os genes da subolesina e da Bm86 foram silenciados
simultaneamente. J4 os ovos colocados por fémeas de R. microplus ingurgitadas que
receberam o dsRNA da subolesina, apresentaram um fenltipo aberrante (116). O
silenciamento de genes homologos/ortélogos a subolesina tem sido realizado para outras
espécies de carrapatos (63-65), sugerindo papéis desta proteina na modulagao da ingestao de
sangue e na reprodugdo (117). O tratamento de fémeas adultas de R. microplus com dsRNA
correspondente a BmO5br (homoéloga a HqQ05 de Haemaphysalis ginghaiensis) reduziu a taxa
de eclos@o dos ovos e a massa das larvas do grupo tratado, comparado ao controle, sugerindo
sua funcdo na reproducdo do R. microplus (118). A partir do tratamento de carrapatos R.
microplus com dsRNAs de genes de alta expressdo durante a infeccdo com Anaplasma
marginale foi identificada a supressdo da transmissdo do patdégeno a bezerros quando os
carrapatos foram injetados com dsRNA da subunidade III da citocromo c oxidase (119). Ja
carrapatos tratados com dsRNA correspondente a AAS19, um inibidor de serino-proteases

(serpina) de A. americanum, apresentaram menor peso de ingurgitamento apds o
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desprendimento espontaneo do hospedeiro, comparado ao controle. Além disso, 75% dos
carrapatos tratados apresentaram deformidades (120). O silenciamento do gene ferritina-1 em
fémeas de R. sanguineus expostas a infeccdo com Ehrlichia canis reduziu a massa das fémeas
ap6és o desprendimento do hospedeiro, mas também alterou morfologicamente e
histoquimicamente ovarios e odcitos do grupo tratado (121). A injecio de dsRNA
correspondente a RHcyst-1, uma cistatina do tipo 1, em R. haemaphysaloides gerou
diminui¢do na taxa de fixacdo do carrapato 24 h ap6s o tratamento e reducdo na taxa de
eclosdo, sugerindo seu envolvimento com a fase embriondria inicial do carrapato (122). O
silenciamento do gene class B scavenger receptor CD36 de H. longicornis (HISRB) afetou a
alimentacdo de sangue e a producdo de ovos (123), enquanto que o silenciamento do gene
Ripilin-1 por RNAI resultou na diminui¢cdo da taxa de fixacdo de R. haemaphysaloides 24 h
apos ser submetido a alimentacdo em coelho, e na redu¢do da massa de fémeas ingurgitadas
apo6s o periodo de fixacdo/alimentacdo (124). Esses experimentos, além de outros realizados
com diferentes genes ou ainda associando dois ou mais genes em diferentes espécies de
carrapatos, devem auxiliar na identificacdo de potenciais antigenos protetores e, a partir de
entdo, experimentos de alimentagdo com anticorpos contra os antigenos alvo em carrapatos
podem ser realizados. A partir da analise dos efeitos obtidos, desafios de vacinacdo devem ser

realizados para determinar a protecdo real contra o carrapato (100).

1.1.6 Antigenos salivares

A saliva de artr6podes hemat6fagos, como o carrapato, apresenta moléculas capazes
de inibir respostas associadas com a homeostase do sistema fisiolégico do hospedeiro. A
fixacdo, alimentacdo e reproducdo do carrapato no hospedeiro s6 sdo possiveis devido as
atividades dessas moléculas (125, 126). Além disso, alguns organismos patogénicos sao
ingeridos pela alimentagdo, se reproduzem nas glandulas salivares do carrapato e sdo
inoculados via saliva nos hospedeiros, sugerindo que algumas proteinas salivares podem ter
um papel importante para uma infeccdo bem-sucedida desses patdgenos. Tém sido descritas
moléculas anti-hemostéticas capazes de inibir a agregacao plaquetaria (127, 128), a cascata de
coagulacdo do hospedeiro (129, 130) e a vasoconstri¢ao (131), além de moléculas capazes de
inibir ou modular a resposta imune do hospedeiro, como o sistema complemento (132, 133).

O sistema complemento estd presente na imunidade inata e humoral de vertebrados,

promovendo tanto a inflamacdo como a morte do patégeno, o qual pode ser ativado por trés
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vias: cldssica, da lectina e alternativa. A via classica € iniciada pela ligacdo de Clq a regido Fc
do anticorpo ligado ao antigeno, enquanto a via da lectina é desencadeada a partir da ligagcdo
de lectinas que se ligam a manose plasmatica ou as ficolinas presentes na superficie de
distintos patdgenos. J& a via alternativa € ativada na superficie do patégeno pela quebra
espontianea do C3 em C3a e C3b (auséncia de anticorpo) (134, 135). A maioria das moléculas
anticomplemento foi identificada no género Ixodes, como: Isac (I. scapularis); IRAC I e
IRAC 1II (I. ricinus) (136, 137) e Salp20 (I. scapularis) (138). As proteinas de Ixodes sdo
capazes de inibir a via alternativa a partir da inibicao da formagdo da C3 convertase. A saliva
e o extrato de glandula salivar de Amblyomma cajennense (139), além da proteina
AamAV422 de A. americanum (140), mostraram inibir a via classica do sistema complemento
do hospedeiro. J4 a saliva de fémeas parcialmente e totalmente ingurgitadas de R. microplus
mostrou inibir tanto a via classica como alternativa, agindo na fase inicial de ambas as vias
(141). A OmCI, um inibidor do complemento de Ornithodoros moubata, também foi capaz de
inibir as vias classica e alternativa pela ligacao a C5 (142).

A hemostase ¢ um processo fisioldgico que interrompe a perda de sangue apds uma
injuria vascular através de muitos eventos que desencadeiam a vasoconstricdo, aderéncia e
agregacdo plaquetiria e coagulacdo sanguinea (126). A agregacdo plaquetaria pode ser
ativada pelo colageno exposto durante a lesdo do vaso sanguineo, pela interacdo com a
trombina ou ainda pela adenosina difosfato (ADP) e tromboxano A>. As plaquetas se aderem
ao tecido subendotelial e os agonistas ligam-se aos receptores na superficie celular das
plaquetas, o que desencadeia a cascata de agregacdo plaquetaria. Plaquetas ativadas liberam
acido aracdonico, o qual € convertido em tromboxano A», e serotonina, responsivel junto a
tromboxano A: pela vasoconstricao no local da inflamacdo (143). Carrapatos podem secretar
vasodilatadores na saliva como forma de antagonizar a vasoconstricio produzida pelo
hospedeiro, como por exemplo, prostaglandinas (144) e prostaciclinas (145), além das
serpinas, como a IRS-2 de I. scapularis (146).

Algumas proteinas salivares sdo capazes de inibir a cascata da coagulacdo sanguinea
do hospedeiro, as quais estdo associadas a inibi¢do da trombina, do fator X ativado (FXa), do
complexo extrinseco da Tenase e do sistema de contato (126). A cascata é formada por
diversos fatores de coagulagdo, que inicia a partir da injiria no vaso sanguineo e termina na
ativacdo da trombina, a qual cliva o fibrogénio em fibrina, formando o coigulo sanguineo
(143, 147).

A maioria dos fatores de coagulagdo sao classificados como serino-proteases e, visto

que as serpinas sdo inibidores dessa classe de enzimas, elas poderiam inibir,
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consequentemente, ndo sO a agregacdo plaquetaria induzida pela trombina, mas também a
cascata de coagulacdo sanguinea (148-150). Outros inibidores de proteases como a boophilina
(151), rhipilina (124) e inibidores de tripsina de R. microplus (BmTI-A) (152) e R. sanguineus
(RsTT) (153) também apresentaram atividades anti-hemostaticas. A agregacdo plaquetaria
induzida por ADP pode ser inibida pela atividade da apirase, enzima anti-hemostatica e anti-
inflamardria presente na saliva do carrapato. J4 uma lipocalina de O. moubata (moubatina)
inibiu a agregacao plaquetaria induzida por colageno (154). A calreticula, uma proteina capaz
de ligar-se a ions de cdlcio, também pode interferir na homeostase do hospedeiro, uma vez
que ions de célcio sdo requeridos como cofatores de enzimas da coagulagdo (155).

A presenca de moléculas associadas a modulacido da hemostase e da resposta imune de
hospedeiros tem se mostrado essencial para a sobrevivéncia e manutengao do ciclo parasitario
do carrapato. Entre elas, algumas sao consideradas potenciais antigenos vacinais contra o
carrapato como, por exemplo, IGBPs (69), calreticulina (156), boophilina (157), serpinas
(158, 81), cistatinas (159), além das proteinas ricas em glicina (75, 160) e da paramiosina

(161, 162).

1.1.6.1 Proteinas ricas em glicinas

As proteinas ricas em glicinas (PRGs) sdo uma superfamilia de proteinas caracterizada
por repetidos aminoacidos glicina ao longo de sua extensdo. Essas proteinas podem assumir
diferentes papéis e caracteristicas em funcao da sua heterogeneidade, ja que sdao encontradas
tanto em procariotos como em eucariotos. Nas plantas, essas proteinas estdo associadas a
estrutura da parede celular, alongamento celular, transducdo de sinais, e apresentam atividade
antimicrobiana e de ligacdo a RNA, entre outras (163). J4 em insetos, as PRGs aparecem
principalmente envolvidas na construcdo da cuticula (164), mas também podem ser
encontradas no cérion do bicho-da-seda (165), na seda de aranhas (166) e em conchas de
moluscos (167).

Nos carrapatos, muitas proteinas ricas em glicinas t€ém sido encontradas em uma
estrutura conhecida como cone de cemento. Esta estrutura € formada por proteinas secretadas
na saliva e depositadas ao redor das pecas bucais do carrapato. O cone de cemento tem como
funcdo a fixacdo do carrapato no hospedeiro e, portanto, auxilia na alimentacdo e manutencao
do parasitismo (74). A presenga de regides contendo repetidas glicinas é caracteristica de

proteinas da matriz extracelular de vertebrados, como o coldgeno (168, 169). Sugere-se que
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moléculas do cemento do carrapato que apresentam essa caracteristica mimetizem
componentes da epiderme do vertebrado, o que auxiliaria a se evadir de uma possivel resposta
imune do hospedeiro contra proteinas que constituem essa estrutura (75, 160). Dessa forma, o
carrapato consegue depositar as proteinas salivares que irdo formar o cone de cemento sobre o
tecido do hospedeiro e se alimentar normalmente.

Maruyama et al. (170) analisaram expressed sequence tags (ESTs) similares a PRGs
de bibliotecas de cDNA de glandulas salivares de fémeas adultas de carrapatos de duas
espécies de ixodideos, R. microplus (monoxeno) e R. sanguineus (heteroxeno), e uma de
argasideos, A. cajennense (heteroxeno). Os transcritos de ESTs similares a PRGs em R.
microplus foram mais numerosos e mais diversos do que nas outras duas espécies. Esse
achado pode ser atribuido ao fato do R. microplus ser monoxeno e, ao contrario do R.
sanguineus € A. cajennense, precisar em torno de 21 dias de parasitismo em um unico
hospedeiro, permanecendo mais tempo fixado e alimentando-se. Desta forma, a secre¢do de
diferentes tipos de PRGs pode ser uma estratégia desse carrapato para evadir-se da resposta
imune do hospedeiro, alternando a expressdo dessas proteinas durante a alimentagcdo. As
PRGs detectadas no R. microplus foram associadas a proteinas semelhantes ao cemento, a
proteinas semelhantes a seda da aranha verdadeira e a proteinas de funcido ndo conhecida do
R. haemaphysalis (170).

Zhou et al. (171) mostraram uma maior expressao de uma PRG na glandula salivar de
R. haemaphysalis (RH50) ap6s a alimentacdo de sangue e, além disso, a transcri¢do do
RNAm da RH50 nao foi detectada na glandula salivar de fémeas nao alimentadas e no
intestino, corpo gorduroso e ovario de carrapatos alimentados. A expressio da RH50 na
glandula salivar durante a alimentacdo pode ter um papel na modulacdo do sistema imune do
hospedeiro, além da transmissdo de patégenos. Coelhos imunizados com a RH50 e depois
infestados com o R. haemaphysalis produziram uma resposta imune contra o carrapato
gerando uma baixa taxa de fixa¢do no hospedeiro e alta mortalidade de ninfas. Outra proteina
associada a formacdo do cemento em carrapatos, com homologia a proteinas semelhantes a
matriz extracelular e estruturalmente similar ao colageno, € a p29, a qual foi utilizada para a
imunizacdo de coelhos contra H. longicornis, mostrando reduzir a massa de fémeas
ingurgitadas e aumentar a mortalidade de larvas e ninfas (172). Jiang et al. (173) detectaram a
expressdo do gene da Hql5 (uma proteina rica em alanina, prolina, glicina, treonina e serina
de H. ginghaiensis) em ovos, larvas, ninfas, glandulas salivares, carrapatos adultos e em
carcacas, mas nao em intestinos. Ovinos vacinados com a Hql5 recombinante, e depois

infestados com o carrapato, apresentaram fémeas com menor peso de ingurgitamento, além de
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menor peso de ovos colocados por peso de ingurgitamento dos carrapatos, comparado ao
grupo controle inoculado com PBS. Schahein et al. (174) identificaram cDNAs de RaSal 1 a 4
de glandula salivar de R. annulatus expressos durante o ingurgitamento, sendo que RaSal 1, 2
e 3 apresentaram homologia com PRGs de A. variegatum. Os quatro genes foram expressos
somente nos dias 12 e 18 apds a oviposi¢do, exceto a RaSal 2 que também foi pouco expressa
no sexto dia da embriogénese. Os maiores niveis de expressdo foram detectados no dia 18,
mostrando um aumento progressivo na expressao génica durante o desenvolvimento dos ovos.

A proteina 64P, ja citada anteriormente, foi isolada da glandula salivar do R.
appendiculatus e é classificada como uma provével proteina do cone de cemento. Esta
proteina apresenta regides ricas em glicinas e, além disso, apresenta regidoes semelhantes ao
colageno. Ensaios de imunizagdo envolvendo formas truncadas desta proteina (64TRPs)
mostraram que 64TRP1 e 64TRP4, correspondentes a regido C-terminal com repeti¢des
contendo glicinas, mostraram-se altamente imunogénicas, porém foi a 64TRP3 que
apresentou protecdo aos hospedeiros imunizados, proporcionando uma taxa de mortalidade de
70% em fémeas de R. appendiculatus adultos (76). Assim, o 64P segue sendo considerado um
dos antigenos mais promissores para a protecdo contra carrapatos.

Nos ultimos anos, PRGs tém sido identificadas a partir de transcriptomas e proteomas
de distintas espécies de carrapatos. Doze proteinas da superfamilia rica em glicinas foram
detectadas por Tirloni et al. (81) na saliva de fémeas de R. microplus parcialmente
ingurgitadas, mas nao em fémeas totalmente ingurgitadas, sugerindo o envolvimento dessas
proteinas no periodo de fixagdao do carrapato pela formagao do cone de cemento. Entretanto,
Kim et al. (175) e Bullard et al. (176) detectaram distintas PRGs na saliva de I. scapularis e
nas glandulas salivares de A. americanum, respectivamente, em todos os periodos de
alimentacdo testados, incluindo a fase de rapido ingurgitamento. Nene et al. (177) detectaram
PRGs altamente expressas em glandulas salivares de fémeas de R. appendiculatus infectadas
com T. parva, indicando uma possivel relacdo com a transmissdo de patogenos. Outras PRGs
também foram encontradas em transcriptomas e proteomas de saliva/glandula salivar de:
Ornithodoros coriaceus (178), Antricola delacruzi (179), Amblyomma maculatum (180),
Amblyommaparvum, A. cajennense, Amblyomma triste (95), A. americanum (92), A.
variegatum (181) e R. sanguineus (182). Além da saliva e glandula salivar, as PRGs também
ja foram detectadas em larvas de R. microplus (183, 184), carrapatos machos adultos de R.
appendiculatus (93), Rhipicephalus pulchellus (84) e O. moubata (186) e intestino de
Haemaphysalis flava (187), D. variabilis (97) e I. ricinus (98).
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As PRGs sdo essenciais na fixacdo do carrapato no hospedeiro, pela formacao do cone
de cemento, e ainda tém sido detectadas em todas as fases do desenvolvimento do carrapato e
em diferentes tecidos. Sao numerosas e diferentemente expressas ao longo do parasitismo.
Além disso, apresentam regides ricas em glicinas semelhantes ao colageno de vertebrados,
sugerindo sua importancia na modulagdo do sistema imune do hospedeiro. Desta forma, as
PRGs apresentam muitas caracteristicas de potenciais candidatos a antigeno em uma vacina

contra carrapatos.

1.1.6.2 Paramiosina

A paramiosina (PRM) foi inicialmente descrita como uma proteina muscular de
invertebrados, sendo encontrada primeiramente em filamentos grandes de musculos ndo
estriados em moluscos (188). Entre suas funcdes inclui-se determinar o comprimento e
estabilidade dos filamentos musculares (189), além de estar associada ao mecanismo “catch”
em moluscos (190), no qual os muisculos chamados “catch” podem permanecer contraidos por
longos periodos com baixo gasto de energia (191). Estruturalmente a PRM apresenta uma
forma geral de bastdo e é formada, na maior parte da sua extensdo, por a-hélice. Porém, a
PRM apresenta regides adicionais com estruturas secundarias distintas, que compreendem as
regides N e C-terminal da proteina. A sua massa molecular encontra-se em torno de 100 kDa
nos organismos em que foi descrita (192).

Além do papel estrutural conhecido para a PRM, também tem sido descrito o seu
envolvimento na modulacdo do sistema imunoldgico de hospedeiros durante a infestagdo, no
caso de organismos parasitos (193). Foi descrita a capacidade da PRM de inibir a via classica
do sistema complemento, através do bloqueio da fungdo de CI1, por meio da sua ligacdo a
regides semelhantes ao colageno (194-196), o que corrobora com a capacidade ja descrita da
PRM de parasitos como Dictyocaulus viviparus, Clonorchis sinensis e mesmo a PRM de R.
microplus (RmPRM) de ligar coldgeno tipo I (197, 198, 161). Além disso, a PRM também ¢é
capaz de ligar aos componentes C8 e C9 do sistema complemento em Schistosoma mansoni
(199, 200) e Trichinella spiralis (201), o que impede a formagdo do complexo de ataque a
membrana (C5b-9). Portanto, a PRM pode agir como moduladora da resposta imune do
hospedeiro pela inibi¢ao do sistema complemento. Foi demonstrado também que a PRM de S.

mansoni (202), Taenia crassiceps (203) e R. microplus (161) s@o capazes de ligar-se a por¢cao
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Fc de imunoglobulinas, mostrando mais uma vez o seu potencial envolvimento na supressao
do sistema imune dos hospedeiros.

Tem sido demonstrada a existéncia de isoformas ndo musculares da PRM, as quais
podem ser encontradas no tegumento e/ou na superficie de vermes como o S. mansoni (204),
Schistosoma japonicum (205), Taenia solium (206), além de na superficie da lamela do
intestino e no tegumento da Fasciola hepatica (207). Em Paragonimus westermani, a proteina
foi encontrada em todos as fases de desenvolvimento e foi localizada no tegumento, além dos
musculos subtegumentares e ao redor do intestino e ovario (208). A localizacdo da PRM na
superficie de helmintos sugere uma funcao adicional da proteina, que pode estar relacionada a
interface parasito-hospedeiro. Em C. sinensis, o RNAm codificante para a paramiosina de C.
sinensis (CsPmy) foi detectado em vermes adultos, metacercaria e cercaria por immunoblot e
imunolocalizacdo (209). Em R. microplus, a PRM foi encontrada em regides nao-musculares
como intestino, glandula salivar e corpo gorduroso de fémeas parcialmente e totalmente
ingurgitadas (161). Ja a expressdo do gene codificante para a PRM de R. microplus (rmprm)
foi detectada, por qRT-PCR, em tecidos como glandula salivar, corpo gorduroso, intestino e
ovario de fémeas adultas, além de em outras fases do desenvolvimento, incluindo ovos, larvas
e machos adultos. O gene rmprm apresentou uma maior expressao no corpo gorduroso, 6rgao
sem musculatura proeminente, sugerindo que a RmPRM apresenta um papel adicional ndo
relacionado a musculatura do carrapato (162). E importante ressaltar que analises anteriores
nao detectaram a RmPRM na saliva de fémeas adultas, sugerindo que a mesma nao ¢é
secretada para o hospedeiro durante a alimentagdo do carrapato e indicando sua classificacdo
como um antigeno “oculto” (161). Porém, como foi demonstrado posteriormente que a PRM
€ reconhecida por soros de bovinos infestados com carrapatos, sugere-se que essa proteina
seja considerada um antigeno “exposto” (162). Mais recentemente, a PRM foi encontrada no
proteoma de saliva de fémeas de O. moubata, mas nao na saliva de machos da mesma espécie
(186) e, também, na saliva de fémeas de A. americanum alimentadas por 24-48 h (92).

A PRM de helmintos tem sido bastante estudada e diversos ensaios de vacinacido
usando a proteina nativa ou recombinante foram realizados. A PRM mostrou produzir
imunidade protetora contra S. mansoni e S. japonicum em camundongos vacinados com a
proteina nativa e recombinante (210-213) e é considerada uma das principais candidatas a
antigeno vacinal contra a esquistossomose (214). Além disso, a PRM nativa e recombinante
induz protecdo parcial contra Brugia malayi em roedores vacinados, levando a reducdo da
contagem de microfilarias no sangue e comprimento dos vermes adultos (215). Em T. solium,

camundongos vacinados com um fragmento da PRM recombinante apresentaram menores



35

cargas parasitarias (216). Dois ensaios de vacinacdo independentes em bovinos foram
realizados por Strube et al. (217) com a PMY recombinante de D. viviparus, os quais
resultaram na reducdo de larvas e da carga de vermes e, além disso, os vermes adultos
mostraram-se significativamente menores nos bovinos vacinados nos dois ensaios. Wang et
al. (209) imunizaram ratos com a proteina CsPmy recombinante ou com uma vacina de DNA
codificante para a paramiosina e os infectaram com metacercérias de C. sinensis. Ambas as
vacinas reduziram a contagem de ovos e a carga de vermes comparado ao grupo controle,
porém o efeito da vacinagao foi melhor no grupo vacinado com a proteina recombinante.

Experimentos de silenciamento da expressio do RNAm da PRM em T. spiralis (Ts-
pmy) mostraram uma redugao de 40,8% na muda em larvas tratadas com o siRNA Ts-pmy,
além de danos superficiais e menor mobilidade. J4 a infestacdo de camundongos com larvas
eletroporadas com o siRNA Ts-pmy resultou na diminui¢ao de 37,6% de vermes adultos.
Além disso, fémeas adultas coletadas dos camundongos infectados apresentaram uma redugao
de 24,8% na liberagdo de novas larvas comparado com os vermes controle (218), o que indica
a importancia da PRM no desenvolvimento do parasito e seu potencial uso como antigeno
vacinal. Como a PRM de T. spiralis é capaz de se ligar ao componente C9 do sistema
complemento, anticorpos contra o dominio de ligacdo da Ts-PMY ao C9 (mAb 9G3) foram
transferidos para camundongos, os quais foram posteriormente desafiados com larvas de T.
spiralis. O bloqueio da ligagdao de Ts-PMY ao C9 pelo anticorpo mAb 9G3 resultou na morte
de 32,9% das larvas in vitro, comparado com 4,3% no grupo controle, e também reduziu a
infectividade de larvas nos camundongos que receberam o anticorpo (219).

A PRM também € considerada um dos principais alergenos de acaros, sendo isolada de
organismos como Sarcoptes scabiei (220), causador da escabiose humana, Blomia tropicalis
(221), Dematophagoides pteronyssinus (222) e Dematophagoides farinae (223), envolvidos
em alergias respiratorias como asma e rinite. Gu et al., (224) imunizaram camundongos com
uma vacina de DNA correspondente a paramiosina de S. scabiei, o que induziu uma resposta
mista Th1/Th2. Os autores sugerem que os dados apresentados sdo uma base para futuros
estudos para o desenvolvimento de vacinas eficazes contra o S. scabiei. Em um ensaio de
alimentacdo de anticorpos, acaros Dermanyssus gallinae foram alimentados com anticorpos
anti-tropomiosina (Der g 10) e anti-paramiosina (Der g 11) coletados de galinhas imunizadas
com as proteinas recombinantes. A mortalidade dos acaros 96 h apds a alimenta¢do com anti-
Der g 10 ou anti-Der g 11 foi estatisticamente maior do que no grupo controle (19% nos
acaros alimentados com anti-Der g 10 e 23% nos alimentados com anti-Der g 11), sugerindo

que esses antigenos devem ser considerados como potenciais candidatos a vacina contra D.
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gallinae, principalmente a paramiosina (Der g 11) (225). A alta taxa de alergias (226, 227) e
os problemas associados aos acaricidas usados muitas vezes no tratamento contra S. scabiei e
outros acaros (224, 225), como resisténcia as drogas e toxicidade (228), tém sugerido a
necessidade de uma vacina contra estes organismos.

Tem sido descrita a capacidade da PRM de parasitos de elicitar respostas humorais em
seus hospedeiros. A PRM de 4caros € reconhecida naturalmente por anticorpos de hospedeiros
infectados, como a PRM de D. farinae (Der f 11), que foi reconhecida pelo soro humano
(229), a PRM de S. scabiei, reconhecida por soros de cdes e suinos infectados (200) e a PRM
de D. pteronyssinus (Der p 11), que foi reconhecida por pacientes alérgicos a acaros (230).
Em helmintos, a PRM de Onchocerca volvulus, S. japonicum ¢ Echinococcus granulosus foi
reconhecida por soros de pacientes infectados (231, 232, 233). A PRM do R. microplus
também mostrou ser naturalmente reconhecida por bovinos apds sucessivas infestagdes com o
carrapato (162). Além disso, antigenos ndo caracterizados com massa molecular compativel
com a RmPRM j4 tinham sido detectados por anticorpos de soros de bovinos infestados (234,
235, 38).

Especula-se que a utilizagao de fragmentos especificos da PRM possa ser mais eficaz
em experimentos de vacinacao e diagndstico do que a proteina inteira, por isso, fragmentos da
PRM tém sido estudados separadamente a fim de verificar a especificidade da resposta imune
humoral contra a mesma em diferentes parasitos. Analises dos anticorpos do soro de pacientes
infectados com S. japonicum (236), Taenia saginata (237) e T. solium (216) revelaram o
reconhecimento da regido carboxi-terminal da PRM, enquanto que, no caso de pacientes
infectados com Dirofilaria immitis, os anticorpos reconheceram preferencialmente a por¢do
N-terminal da proteina (231). Uma proteina de 92 kDa de H. longicornis, detectada por
anticorpos anti-intestino de H. longicornis produzidos em coelho, foi submetida a
espectrometria de massas acoplada a cromatografia liquida (LC-MS/MS), gerando peptideos
semelhantes a paramiosina de R. microplus. Os peptideos foram comparados com epitopos de
T. solium e T. spiralis, resultando na identificacdo de um peptideo possivelmente protetor
localizado préximo a regiao N-terminal em um segmento nao-helicoidal dentro de outro com
estrutura a-hélice (238). Kang et al. (239) mapearam sitios de liga¢do a IgG sobre a proteina a
fim de detectar epitopos reconhecidos por IgG especificos para CsPmy no soro de pacientes
com clonorquiase humana. O reconhecimento de cinco fragmentos recombinantes diferentes
de CsPmy (CsPmyA, B, C, D e E) por IgG de soros de pacientes foi testado por immunoblot.
Epitopos responsaveis pelo reconhecimento de IgG especifico para CsPmy foram detectados

na porcdo CsPmyC, localizada no meio da proteina. A CsPmyC foi ainda dividida em
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CsPmyC-1, -2 e -3 e os fragmentos recombinantes foram analisados quanto ao
reconhecimento por soros de pacientes infectados. A CsPmyC-2 apresentou epitopos para IgG
especificos para CsPmy e ¢ um candidato para ser usado como antigeno no diagnostico de
clonorquiase. A PRM de 4caros como B. tropicalis (Blo t 11) e D. farinae (Der f 11) possuem
peptideos imunodominantes que apresentam epitopos para IgG e IgE com maior reatividade
do que a proteina inteira. Os autores sugerem que esses peptideos sejam uma alternativa no
desenvolvimento de métodos de diagndstico e terapias contra dcaros (229, 240, 241).

A producdo de anticorpos anti-PRM por hospedeiros infestados (208) e o seu
envolvimento com a producdo de imunidade protetora a partir de experimentos de vacinagao,
fazem dessa proteina uma potencial candidata a antigeno vacinal contra diferentes parasitoses
como a esquistossomose (210, 213), filariose (242, 215) e cisticercose (216), as quais
apresentam muitas semelhancas com a RmPRM, o que sugere a utilizagdo desta proteina ou

de seus fragmentos como imundgeno em ensaios de vacinagdo contra o carrapato bovino.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Caracterizacdo das regides N-terminal, interna e C-terminal da paramiosina e de uma

proteina rica em glicinas salivar do carrapato Rhipicephalus microplus.

1.2.2 Objetivos especificos

* Analisar o grau de reconhecimento da proteina rica em glicinas por soros de bovinos

das espécies B. taurus e B. indicus infestados;

* Detectar e quantificar o nivel de expressdao do gene codificante para a proteina rica em

glicinas de R. microplus em 6rgaos e tecidos;

* Caracterizar o efeito do silenciamento dos genes codificantes para a paramiosina €

para uma proteina rica em glicinas no R. microplus.
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SUMMARY

Salivary molecules, as glycine-rich proteins (GRPs), are essential to tick attachment and
feeding on the host and are suggested to be involved in the host’s immune system evasion,
therefore representing natural candidates in the search for protective vaccine antigens. This
work shows the molecular characterization of a GRP from Rhipicephalus microplus
(RmGRP). The cDNA and putative amino acid sequences were analyzed, as well as the
transcription level in tick tissues/developmental stages by qRT-PCR, showing the highest
levels of gene expression in 1-day-old larvae and salivary glands of fully engorged females.
RmGRP gene silencing resulted in a lower hatching rate of larvae from treated females. In
addition, recombinant RmGRP (rRmGRP) was recognized by sera from rabbits immunized
with saliva, salivary glands, and eggs, but not with guts. rRmGRP was also recognized by
sera from naturally and experimentally infested bovines, displaying considerable differences
among the individuals tested. The data collected indicate that RmGRP probably presents roles
other than in the tick-host relationship, especially in larvae development. In addition, the high
expression in the rapid engorging adult female period, antigenicity and presence of shared
characteristics with other tick protective GRPs turns RmGRP a potential candidate to

compose an anti-tick vaccine cocktail.

KEY WORDS: Glycine-rich protein; Salivary antigen; Rhipicephalus microplus; Tick-

bovine relationship; RNA interference.
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KEY FINDINGS

RmGRP presents glycine content, repeats and structure found in glycine-rich proteins.

Fully engorged female salivary glands and 1-day-old larvae present higher mRNA

levels.

RmGRP gene silencing resulted in low larvae hatching.

Recombinant RmGRP is recognized by naturally and experimentally infested bovines.

INTRODUCTION

Rhipicephalus microplus is a monoxenous tick that infests preferentially bovines, and
causes great economic damage to livestock (Willadsen, 2006). Acaricides are the main control
method against ticks, but its intensive use can contaminate milk, meat and environment
(Willadsen, 2004; de la Fuente et al. 2007). Moreover, its high cost and occurrence of
resistant populations encourages the development of anti-tick vaccines (Lovis et al. 2013;
Mendes et al. 2013). Commercial vaccines present variation in efficiency according to tick
species (de Vos et al. 2001), strain (Fragoso et al. 1998) and geographic localization (de la
Fuente et al. 1999), thus the search for new protective antigens remains (de la Fuente, 2016).

Various salivary proteins have been isolated and characterized, since saliva of
hematophagous arthropods contains molecules capable of inhibiting responses associated with
the homeostasis of the host’s physiological system. Salivary molecules of these organisms can
act as modulators of the host immune system and hence help in maintaining hematophagy
(Reck et al. 2009; Kotal et al. 2015). Thus, vaccines derived from salivary antigens could
block the attachment and feeding, by elicitation of a host” immune response and neutralization
of secreted molecules. In addition, host resistance can be naturally acquired when, after
successive tick infestations, the host assembles an immune response against antigens exposed

to its immune system, presumably against molecules secreted in the tick saliva (Trager, 1939;
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de Castro and Newson, 1993). The level of ticks that complete the life cycle thus tend to
decrease gradually along infestations (Fielden et al. 1992), but does not prevent that some
individuals in the tick population complete the parasite cycle (Roberts, 1968; Ribeiro, 1987).
Different proteins may be able to elicit the same response following artificial immunization
and, after vaccinated, recurrent contacts with the tick should enhance the immunity of the host
(as a booster vaccine) without expenditures with additional doses of antigen (Shapiro et al.
1989; Nuttall et al. 2006).

Among the salivary molecules being studied, glycine-rich proteins (GRPs) are
considered potential antigens against ticks. Vaccination trials using GRPs as antigen were
already described against R. haemaphisaloides (Zhou et al. 2006) and Haemaphysalis
longicornis (Mulenga et al. 1999), while the protein 64P, a GRP of R. appendiculatus, was
patented and, since it presents cross-reactivity with different tick species, suggested as a
possible broad-spectrum vaccine (Trimnell ef al. 2002, 2005). GRPs have been identified in
proteomes and transcriptomes of a variety of tick species, but little is known about their roles
(Ribeiro et al. 2006; Garcia et al. 2014; Tirloni et al. 2014). In this context, the aim of this
study was to describe a GRP from R. microplus (named RmGRP), characterize the levels of
gene expression in various tick tissues/developmental stages, evaluate the effect of the
corresponding gene (rmgrp) silencing by dsSRNA treatment in partially engorged females, as
well as analyze the recombinant RmGRP (rRmGRP) recognition by antisera raised against

tick tissues and sera from naturally and experimentally infested bovines.

MATERIAL AND METHODS
Ticks
Ticks were collected from experimentally infested bovines Bos taurus (Hereford)

housed in individual pens on slatted floors in Faculdade de Veterinaria of the Universidade
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Federal do Rio Grande do Sul (Porto Alegre, RS - Brazil). Partially engorged females and
males (Porto Alegre strain) were collected directly on infested bovines and fully engorged
females were collected on the floor after detachment/dropping from the cattle. Ticks were
kept at 28 °C under 85% relative humidity. All procedures involving animals were in
accordance with the Ethics Committee on Animal Use (CEUA/UFRGS) under the protocol

number 27559.

rmgrp cDNA isolation

A cDNA library synthesized from different developmental stages of R. microplus life
cycle (larvae, nymphs, non-engorged females, adult males and partially engorged females)
(Renard et al. 2000) was screened on nitrocellulose membranes (Schleicher and Schiill, USA)
with cDNA synthesized from partially engorged adult females poly-A RNA labeled with [a-
32P]dATP by random priming (Sambrook et al. 1989). Hybridization was carried out
overnight at 65 °C in hybridization buffer (6X SSC) containing 5% (w/v) cow non-fat dry
milk, 200 mg/ml denatured salmon sperm DNA and cDNA probe. Filters were then washed
for 30 min each in 6X SSC at room temperature, followed by 2X SSC, 1X SSC, 0.5X SSC
and 0.1X SSC at 65 °C. One thousand and six hundred pfu were screened and positive clones
were isolated and excised into plasmid. One positive clone showing high similarity to glycine-
rich protein sequences from ticks after DNA sequencing and DNA database comparison

(BLASTX, NCBI) (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) was selected and the respective

putative protein named RmGRP.

RmGRP sequence analysis
Similar amino acid sequences to RmGRP were obtained in protein databases using

BLASTP (NCBI) (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) and multiple alignment was made
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with CLUSTALW (http://embnet.vital-it.ch/software/Clustal W.html; Thompson et al. 1994).

Molecular weight and isoelectric point (pI) were determined using Compute MW/pl

(http://web.expasy.org/cgi-bin/compute pi/pi_tool; Gasteiger et al. 2005) and amino acid

composition was analyzed by ProtParam (http://web.expasy.org/protparam/; Gasteiger et al.
2005). Secondary structure and signal peptide prediction were performed by GOR4 IV

(https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/secpred gor4.pl; Garnier ef al. 1996) and SignalP 4.1

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/; Petersen et al. 2011). N-glycosylation, O-
glycosylation and Ser, Thr and Tyr phosphorylation sites were predicted using NetNGlyc

(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/), NetOGlyc

(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/; Steentoft ef al. 2013) and NetPhos

(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/; Blom et al. 1999), respectively.

c¢DNA synthesis and gRT-PCR

RNA extraction was performed using TRIzol (Invitrogen), as recommended by the
manufacturer, from the following tissue samples: guts, salivary glands, ovaries and fat bodies
of partially and fully engorged adult females; whole adult males; 1-, 5-, 10- and 15-day-old
larvae; 3-, 6-, 12-, 18- and 21-day-old eggs. All dissections and tissue macerations were
performed as previously descripted (Leal ef al. 2013). RNA quantification and quality
evaluation were determined by spectrophotometry at A280 nm and by the ratio A260/A280
nm. Reverse transcription was performed using 500 ng of RNA in each reaction and
Superscript III reverse transcriptase (Invitrogen), following the manufacturer’s
recommendations. cDNA synthesized from partially and fully engorged females’ tissues,
eggs, larvae and adult males RNA were submitted to qPCR. The primers targeting the
glycine-rich protein’s cDNA sequence (5’-CTTGCCCCCTGAGTCCTACA-3’ and 5’-

TTCCACAGTGCAGGCTTCAA-3’) used in qRT-PCR were designed with the
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PrimerExpress 3.0 software (Applied Biosystems, Foster City, USA). Gene expression
corresponding to rmgrp was normalized by the expression of the 40S ribosomal protein gene,
which was amplified using the primers 5’-GGACGACCGATGGCTACCT-3’ and 5’-
TGAGTTGATTGGCGCACTTCT-3’ (Pohl et al. 2008). The gPCR reactions were performed
in duplicates with Applied Biosystems Step One Plus thermocycler using

Platinum®S YBR®Green qPCR SuperMix kit (Invitrogen), 10 pmol primers and 100 ng
cDNA. Relative Expression Software Tool (REST) was used for data analyses (Pfaffl et al.
2002). The qPCR experiment was done in accordance with the MIQE Guidelines (Bustin et

al. 2010).

dsRNA synthesis and RNA interference
The RNA interference experiment was adapted from Pohl ez al. (2011). Forward and
reverse primers (5’-

GGATCCTAATACGACTCACTATAGGATGAAATTGTTGCTGGTCGC-3’ and 5°-

GGATCCTAATACGACTCACTATAGGTGAAATGCGTTTGGAAGAT-3’, respectively),

containing a T7 promotor sequence (underlined), were designed and synthesized (IDT
website/IDT) to amplify a 704 pb sequence of rmgrp. Elongase Enzyme Mix (Invitrogen), 0.6
pmol primers and 100 ng cDNA were used in the PCR reactions. cDNA was purified with
Geneclean II kit (MP Biomedicals) and used as template to double-stranded RNA (dsRNA)
synthesis with Ribomax Express T7 kit (Promega), according to the manufacturer’s
instructions. The dsRNA quantification was spectrophotometrically determined using A260
nm and diluted in Milli-Q water to 8 ug/ ul. The dsRNA corresponding to Plasmodium
falciparum MSP1 gene was also equally synthetized to be used as negative control. Forward

(5’-TAATACGACTCACTATAGGCTGATGCAAGCGATTCAGAT-3’) and reverse (5°-

TAATACGACTCACTATAGGGTGTATTTCCAGAATTGGCC-3’) primers used to amplify
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mspl were supplied by Dr. Gerhard Wunderlich (Departamento de Parasitologia —
Universidade de Sao Paulo, SP-Brazil).

Partially engorged females were collected from an infested bovine and 28 ticks
between 20 and 45 mg were then selected. All individuals were placed with the dorsal region
down on a flat surface using a double-sided tape. Artificial feeding was performed according
to Fabres et al. (2010). Briefly, a glass capillary with cattle whole blood and citrate
(anticoagulant) was inserted into the mouthparts of each tick, which were fed for 1 h under 28
°C with 85% relative humidity. The partially engorged females were distributed in two groups
of 14 ticks and carefully injected with 1 pl (8 ug) of dsRNA corresponding to rmgrp or mspl
(non-related gene as negative control) using a Hamilton syringe. Following dsSRNA injection,
ticks were artificially fed until the next day. After 24 h of dsSRNA administration, four ticks of
each group were dissected and ovaries were removed and stored in TRIzol at -70 °C. The
remaining 10 females were reweighed, fixed using a double-sided tape with the dorsal region
down in Petri dishes, and kept for seven days in a culture chamber at 28 °C with 85% relative
humidity to oviposition. Eggs were weight and placed in microtubes with the lid open, closed
with cotton and incubated in the same conditions mentioned above until hatching. Larvae
were weighed after separation from eggshells and unhatched eggs.

Ovaries from partially engorged females, isolated 24 h after dSRNA injection, were
processed individually. RNAs were extracted using TRIzol (Invitrogen) and treated with
DNAse I (Invitrogen) before cDNA synthesis, which was performed as already described in
the item cDNA synthesis and gRT-PCR. Gene expression knockdown was confirmed by qRT-
PCR using Rotor-Gene Q thermocycler (Qiagen). Reactions were performed in duplicate
using Go-Taq qPCR Master Mix (Promega), 300 ng cDNA and 10 pmol primers. Data were

analyzed by REST as described in the item cDNA synthesis and gRT-PCR.
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Cloning, expression and purification of the recombinant RmGRP

The DNA sequence encoding RmGRP was amplified by PCR using the isolated cDNA
library plasmid DNA as template, and forward (5’-
TTTTTGCATATGAAATTGTTGCTGGTCGCAG-3’) and reverse (5°-
TTTTTGCTCGAGTTAGTGGTGGTGGTGGTGGTGATTGTTCCTACGGTTGCCG-3’)
primers containing restrictions sites for Ndel and Xhol (underlined). Reverse primer was
designed with a 6x Histidine tag encoding sequence (bold). The PCR product was cloned into
PCR-Blunt vector using Zero Blunt PCR Cloning kit (Invitrogen) and the recombinant
plasmid was cleaved with the restriction enzymes. The resulting fragment was inserted into
the vector pET 23a (Novagen) using T4 DNA ligase (Fermentas) and the construction was
electroporated into Escherichia coli BL21 Star strain cells.

One colony of BL21/pET 23a-RmGRP was grown in 5 mL of Luria-Bertani (LB)
medium with 50 pg/mL ampicillin overnight at 37°C with shaking at 170 rpm. The culture
was added in 1000 mL of LB medium with 50 pg/mL ampicillin and 1mM IPTG. Protein
expression was performed during 5 h at 37 °C in a shaker at 170 rpm. Cells were centrifuged
at 5000 x g for 5 min at 4 °C. The pellet was resuspended in 100 mL of PBS and disrupted in
a French press. The culture was centrifuged at 18000 x g for 20 min at 4 °C. rRmGRP was
detected only in insoluble fraction, thus the supernatant was discarded and the pellet was
resuspended in 50 mL of buffer containing 8 M urea, 10 mM Tris-HCI, 1 mM dithiothreitol,
pH 8.0. The resuspended pellet was incubated for 1 h at room temperature with stirring and
filtered using a 0.45 um membrane filter (adapted from Jiz et al. 2008).

rRmGRP was purified by affinity chromatography using a HisTrap column (GE
Healthcare) according to the manufacturer’s instructions. Urea 8 M was added to the binding
and elution buffers. Protein purity was monitored by 15% SDS-PAGE stained with

Coomassie Brilliant Blue R (Sigma-Aldrich). Recombinant protein identity was verified by
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western-blot using anti-polyhistidine alkaline phosphatase-conjugated IgG (Sigma-Aldrich).

Recombinant protein concentration was estimated by spectrophotometry at A280 nm.

Sera of immunized rabbits

Partially and fully engorged females of R. microplus were collected from cattle and
washed with PBS. Salivary glands from partially engorged females and guts from fully
engorged females were dissected using a scalpel blade, separated of other tissues and washed
with PBS. Eggs were collected in the 15" day after oviposition and homogenized with a tissue
grinder as described by da Silva Vaz Jr. et al. (1998). Protein extracts were prepared
according to da Silva Vaz Jr. et al. (1994). Saliva from partially and fully engorged females
were obtained according to Ferreira et al. (2002), using 5 pul of 2% pilocarpine solution to
induce salivation.

Rabbits were immunized with saliva, salivary glands, eggs and guts extracts according
to Canal et al. (1995). Briefly, protein extracts emulsified with Freund’s complete adjuvant
and additional boosters with antigen emulsified in Freund’s incomplete adjuvant were

inoculated in rabbits. Sera were collected fifteen days after the last booster.

Sera of infested bovines

Sera from six naturally infested and a non-infested B. indicus (Nelore) were provided
by the Departamento de Veterinaria Preventiva, at the Universidade Federal de Pelotas
(Brazil). Sera of three bovines B. taurus (Hereford) from an area free of R. microplus
submitted to twelve successive experimental infestations (six heavy infestations with 18,000
larvae followed by six light infestations with 800 larvae) were also used. Experimental

infestations protocol was previously described by Cruz et al. (2008).
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Western-blot

Affinity-purified rRmGRP was resuspended in sample buffer containing 62.5 mM
Tris-HCI, pH 8, 0.001% bromophenol blue, 10% glycerol, 5% fS-mercaptoethanol, 2% SDS
and 8 M urea, separated by 15% SDS-PAGE (1.7 mg/cm?) and transferred to nitrocellulose
membrane at 70 V for 1 h, according to Dunn (1986). Nitrocellulose strips of 4 mm were
blocked for 2 h at room temperature with blocking buffer (cow non-fat dry milk 5% in PBS
with 0.05% Tween 20). Sera were diluted in blocking buffer and adsorbed for 1 h at room
temperature with E. coli BL21 strain lysate expressing pET 23a vector. The E. coli BL21
strain-pET 23a lysate was prepared according to Rott ef al. (2000). Nitrocellulose strips were
incubated with the sera overnight at 4 °C. After five washes for 10 min with blocking buffer,
strips were incubated for 1 h with anti-IgG bovine or rabbit conjugated to peroxidase or
alkaline phosphatase (Sigma-Aldrich) diluted 1:4,000 in blocking buffer. After five washes
with PBS 0.05% tween 20, ECL Western Blotting Substrate kit (Abcam) was used in strips
incubated with anti-IgG bovine or rabbit conjugated to peroxidase, while NBT and BCIP were
used as substrate in strips incubated with anti-IgG rabbit conjugated to alkaline phosphatase.
The bands intensities were analyzed using a Carestream Gel Logic 2200 PRO Imaging

System and the associated Image Analysis Software.

Statistical analysis

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism version 7.00 for Windows
(GraphPad Software, La Jolla California USA) by one-way ANOVA and Tukey’s post-test or
Student’s unpaired #-test. Values with significance of P<(0.05 were considered statistically

different. Analyses were performed using two-tailed test.
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RESULTS
RmGRP sequence analysis

The cDNA sequence encoding RmGRP was analyzed showing the presence of an open
reading frame of 456 bp (151 amino acids), including a putative signal peptide composed by
16 amino acids (see Fig. 1). The protein was predicted to have a molecular weight of 15.9
kDa and pI 9.1, consisting mainly of random coil (70%), and presenting 25 potential sites for
phosphorylation and 21 sites for o-glycosylation. The amino acid composition shows high
presence of glycine (17%), serine (11%) and asparagine (8%), but do not present cysteines.
The distribution of prolines and glycines shows distinct profiles in the two moieties of the
protein. The N-terminal half (amino acid 1 to 79) does not present proline and the glycine
residues are distributed not forming any distinct pattern, whereas the C-terminal half (amino
acid 80 to 151) shows a high proportion of prolines (12.5%) and most glycines are present in
repeats, preceded or not by proline, as: FGGN, GFGN (two copies) and GFGGN (three
copies) (Fig. 1). Alignment of RmGRP with glycine-rich proteins showed high similarity with
proteins of R. appendiculatus, R. puchellus, Amblyomma maculatum, A. cajennense, A.
americanum and Ixodes scapularis, which present identity of 91%, 91%, 89%, 89%, 87%,
and 72%, respectively. The aligned amino acid sequences indicated five conserved repeats,
whereas the FGGN sequence (residues 105-8) was not present in the other glycine-rich
proteins and two repeats PGFGGN (residues 128-133 and 135-140) were incomplete in /.

scapularis, forming a single repeat “PGFGN”. (Fig. 2).

Transcription profiling of rmgrp
The transcription of rmgrp was detected by qRT-PCR in all tick developmental stages:
eggs, larvae, adult females and males. However, rmgrp transcription was not detected in 3-

and 6-day-old eggs and in the guts of partially and fully engorged females. The highest
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relative transcription levels were identified in 1-day-old larvae and salivary glands of fully
engorged females (P<0.01). rmgrp transcription levels showed to be higher in salivary glands
(P=0.0004), fat bodies and ovaries of fully engorged comparing to partially engorged females
(Fig. 3), although the differences concerning the last two organs did not reach statistical

significance.

RmGRP gene silencing

RNAIi experiment was performed separating ticks in two groups: injected with
dsRmGRP or dsMSP1 (control). After 24 h of the treatment, ticks of each group were
dissected and RNA of ovaries were used to evaluate the rmgrp silencing level by qRT-PCR.
The remaining ticks of each group were placed to oviposition. Weight gain of females 24 h
after treatment, tick mortality, eggs and larvae weight and hatching rate (larvae weight mean)
were measured. Gene silencing was observed in three of four ticks treated with dSRmGRP,
which showed a reduction of 12%, 70% and 96% in rmgrp expression (Fig. 4). The weight
gain of partially engorged females 24 h after dSRNA injection and eggs weight were not
statistically different between groups (injected with dSRmGRP or dsMSP1), but the weight of
hatched larvae was lower in the group treated with dSRmGRP in comparison with the control
(P=0.0007). Hatching rate was 55.8 % in the control group (treated with dsMSP1) and 8.6 %
in the group injected with dsSRmGRP, representing a larvae weight reduction of 91% (Table

1). Tick mortality was not observed after dsSRNA treatment (data not shown).

Cloning, expression and purification of RmGRP
Integrity of the RmGRP coding nucleotide sequence insertion in the pET23a vector
was confirmed by DNA sequencing and respective protein expression was confirmed by 15%

SDS-PAGE and western-blot (Fig. SA and B). The relative migration of rRmGRP indicated a
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molecular mass of about 20 kDa, while the predicted size was 16.7 kDa (15.9 kDa of RmGRP
plus 0.8 kDa of 6x His tag). The western-blot analysis also shows that the anti-His tag

antibody recognized equally the recombinant protein in purified and non-purified forms.

rRmGRP antigenicity evaluation

Western-blot analyses were performed in order to evaluate the antigenicity of RmGRP
under natural and experimental infestations, as well as after rabbit immunization with protein
extracts of instars, adult tissues or saliva. Fig. 6 shows the recognition of rRmGRP by
immune rabbit sera raised against 15-day-old eggs, salivary glands of partially engorged
females and saliva of partially and fully engorged females, while sera against fully engorged
female guts did not. This result corroborates the data presented by the qRT-PCR rmgrp
expression analyses, indicating the presence of RmGRP in these tissues, with the exception of
adult gut. rRmGRP antibody recognition was also tested using sera from three B. taurus
bovines submitted to twelve experimental successive infestations (six heavy infestations
followed by six light infestations). All sera from bovines 2 and 3 recognized rRmGRP, while
bovine 1 presented sera from infestations 6 (corresponding to the last heavy infestation) and 7
(corresponding to the first light infestation) that did not recognize rRmGRP under the
conditions tested. The intensity of recognition also varied greatly among the sera of bovine 2,
showing up to a 10-fold difference, with the highest intensity following infestation 1 and a
gradual decline until infestation 3, with a major decline in the 4™ serum infestation, which
level of recognition was maintained in the remaining sera (Fig. 7B). The rRmGRP recognition
by sera from bovines 1 and 3 did not exhibit a similar intensity difference of magnitude,
although in bovine 3 sera a two-fold difference is present (Fig. 7C) and in bovine 1 is possible
to perceive a slight gradual increase of band intensities from infestation 2 to 5 sera, without

rRmGRP recognition after infestation 6 (Fig. 7A). Thus, the experimentally infested bovines
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presented heterogeneous rRMGRP recognition profiles by sera collected after both light and
heavy infestations. IRmGRP was also recognized by sera from six naturally infested bovines

B. indicus, presenting also variation in the recognition levels between individuals (Fig. 8).

DISCUSSION

Glycine-rich proteins are a superfamily of proteins characterized by the presence of
glycines in repeated motifs or isolated along the primary amino acid sequence and were
described to present diverse roles. In plants, GRPs were described to act in cell wall structure,
cell elongation, signal transduction, defense, RNA binding, as well as present antimicrobial
activity (Mangeon et al. 2010). In insects, GRPs are involved in cuticle construction
(Andersen et al. 1995; Zhong et al. 2006) and their expression were shown to be increased in
response to stress induced by insecticides, making the cuticle more resistant in face of the new
conditions (Zhang et al. 2008). Glycine repeats were also detected in proteins from mollusk
shells (Sudo et al. 1997), silkworms chorion proteins (Tsitilout ef al. 1983) and in silk
proteins of spiders (Yamaguchi et al. 2009; Yazawa et al. 2011). GRPs may also present
distinct patterns of glycine distribution, presence of conserved motifs and signal peptide
(Sachetto-Martins et al. 2000). In ticks, little is known about their functions. The salivary
GRPs roles are usually suggested to be linked to the cement cone, which fixes tick mouthparts
on the host, helping in its structure formation (Bishop et al. 2002; Bullard et al. 2016b).
RmGRP contains a putative signal peptide and showed to be expressed in female salivary
glands, as well as was recognized by sera from rabbits immunized with saliva and salivary
glands of R. microplus females, indicating that this protein is probably secreted to the
extracellular environment. In addition, RmGRP presents six glycine repeats of FGGN, GFGN
or GFGGN, preceded or not by P (proline) in its C-terminal portion, which are conserved in

GRPs from R. appendiculatus, R. pulchellus, A. maculatum, A. cajennense, A. americanum
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and I. scapularis. Plant GRPs present very similar repeats, including GGX, GGXXXGG,
GXGX and GGX/GXGX (Mangeon et al. 2010). Moreover, the amino acid sequence of a
spicule matrix protein of Hemicentrotus pulcherrimus micromeres presents repeated regions
as QPGFGNQPG[M/V]GG[R/Q/N] (Katoh-Fukui et al. 1992), therefore including the
PGFGN repeat found in RmGRP. Other spicule matrix proteins present the same organization
of RmGRP, including a signal peptide and the presence of G[F/M/V]GG repeats preceded by
proline in the half end (Livingston ef al. 1991), indicating that these glycine repeats can be
present in proteins from evolutionary distant organisms. Among the roles suggested for
matrix spicule proteins include tissue biomineralization during the sea urchin development
(Killian et al. 2010). In ticks, a large variation is found in the glycine repeats of GRPs,
including a “GLX” triplet repeat domain in the N-terminus and “GSP” in a central repeat
block in R. appendiculatus GRPs (Bishop et al. 2002), “GYG” in R. annulatus (Shahein et al.
2013) and “GLX” in a R. haemaphysaloides counterpart (Zhou et al. 2006).

Cement proteins are essential to tick fixation and feed on the host, thereby are
potential candidates to compose a vaccine against ticks (Mulenga et al. 1999; Zhou et al.
2006). A truncated form of 64P protein (64trp3), isolated from R. appendiculatus, is an
example of GRP that provided protection to the immunized host, increasing the mortality rate
of adult ticks (Trimnell ez al. 2002, 2005). Havlikova et al. (2009) found variants in the 64P
protein that can be explained by instability of repeated glycine motifs in the C-terminal
region, which proved to be highly immunogenic but not protective. It is suggested that the
conformation of this protein in saliva remains the C-terminal portion exposed to the host
during the tick feeding and, as the glycine repeats are characteristics of vertebrate
extracellular matrix proteins, their exposure could result in the evasion of the host’s immune
system (Trimnell et al. 2002). RmGRP presents glycine repeats in its half end, as well as

spicule matrix proteins of sea urchin (Katoh-Fukui et al. 1991), silk proteins (Beckwitt et al.
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1998) of spiders and some tick GRPs (Trimnell et al. 2002; Ribeiro et al. 2006; Francischetti
et al. 2008). Therefore, analogously to 64P, the C-terminal half of RmGRP is possibly
immune-dominant and more exposed to the host. This feature may be especially important in
the R. microplus-host relationship since an expressed sequence tags (ESTs) analysis detected
a larger quantity of GRPs in R. microplus, when compared to R. sanguineus and A.
cajennense (Maruyama et al. 2010). As R. microplus is monoxenous, it spends more days
fixed and feeding on a same host than a heteroxenous species (Kemp et al. 1982). Thereby,
the presence of different types of GRPs may be strategic to evade the host’s immune system,
alternating the expression of these proteins during feeding. In this scenario, it is suggested that
the host should mount an immune response against an initial exposed tick GRP, but then the
synthesis of the first protein is diminished or turned off while the transcription of a new GRP
is activated (Maruyama et al. 2010; Kim et al. 2016). In addition, it was suggested that
Brevirostrata ticks tend to express more glycine-rich protein genes than Longirostrata species
(Maruyama et al. 2010; de Castro et al. 2016).

rRmGRP was recognized by sera raised against adult saliva, further indicating its
secretion into the host, in accordance with the presence of the signal peptide and the described
secretion of tick salivary GRPs (Garcia et al. 2014; Tirloni et al. 2014; Karim and Ribeiro,
2015). In this sense, the relative high transcription of rmgrp in salivary glands was expected,
but the fact that rmgrp expression was significantly higher in salivary glands from fully
engorged than partially engorged females deserves further attention. Adult female
engorgement in R. microplus precedes its drop from the bovine, and, additionally, salivary
glands degradation starts while the tick is still fixed to the host (Bennington, 1977; Nunes et
al. 2006). Therefore, the high expression of rmgrp in salivary glands of fully engorged
females suggests additional roles for RmGRP possibly not strictly linked to the tick-host

interaction. Indeed, the qRT-PCR data shows the presence of rmgrp expression in eggs and
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other adult tissues besides the salivary glands, as well as corroborates the lack of recognition
of rRmGRP by anti-gut serum and its recognition by sera anti-salivary glands and anti-eggs.
In this sense, Bullard et al. (2016a) analyzed mRNA expression levels of nine GRPs of A.
americanum in unfed and fed ticks 24 h to 168 h after attachment and verified distinct
expression profiles during the blood meal, and mRNA of some proteins were detected in the
end of the feeding period. Similarly, Kim ez al. (2016) identified GRPs in salivary glands of
Ixodes scapularis partially fed for 24, 48, 72, 96 and 120 h as well as in fully fed ticks
detached and not detached from the host. They found the largest variety of GRPs in fully fed
ticks detached from the host and a greater relative abundance of GRPs in fully fed ticks
collected on the host. Therefore, different tick species seem to overexpress some GRPs upon
blood repletion, as could be seen for rmgrp. High expression levels were also presented by
rmgrp in larvae, what may be consistent with a function of RmGRP in the cement cone
formation (Harnnoi et al. 2006; Bullard et al. 2016b). Conversely, it must be emphasized that
cement formation tends to be structured until 24h of fixation (Binnington, 1977), therefore
high levels of mRNA transcription to cement proteins are not likely to be present in partially
and fully engorged adult females. The particular high rmgrp mRNA levels detected in 1-day-
old larvae can also be associated with the results found in the RNAi experiment. Although no
effect could be seen in treated ticks in mortality or oviposition, a significantly low hatching
rate was verified, indicating a likely role of RmGRP in larvae development. On the other
hand, since Ixodidae ticks present several GRPs, which may have different or overlapping
roles (Maruyama et al. 2010; Kim et al. 2016), the low hatching rate of dSRmGRP treated
females could also be at least partly derived from a possible cross-reaction with other GRPs,
which would share similar mRNA sequences. Indeed, GRPs were already detected in R.
microplus frustrated larvae transcriptome (Lew-Tabor et al. 2010) and in unfed larvae

proteome (Untalan et al. 2005), while Rodriguez-Valle et al. (2010) detected transcripts of



60

GGY domain proteins in frustrated, but not in unfed larvae, suggesting that these proteins are
associated to the cement cone and the transcription in early stages indicates a role in tick-host
attachment process.

The mRNA transcription of rmgrp in males corroborates with transcriptomes and
proteomes analyzes that found GRPs in saliva and salivary glands of R. appendiculatus (de
Castro et al. 2016), R. pulchellus (Tan et al. 2015) and Ornithodoros moubata (Diaz-Martin et
al. 2013) males. Furthermore, in R. appendiculatus and R. pulchellus, these proteins presented
higher expression levels in salivary glands from males than females (Tan et al. 2015; de
Castro et al. 2016). This high expression was attributed to feeding and mating behavior of
males, which attach and detach where the females are feeding and, therefore, need constantly
to secrete salivary proteins, as GRPs, to fix to the host and/or to “help” the coupled female to
modulate the immune and hemostatic systems (Wang et al. 1998).

Tick GRPs have been shown to be expressed with considerable variability in
tissues/developmental stages. While rmgrp was not detected only in guts among the female
adult tissues tested, Zhou et al. (2006) showed expression of a GRP from R. hemaphysaloides
(RH50) only in salivary glands after blood feeding, but not in ovaries, guts and fat bodies of
unfed and fed females. On the other hand, likewise rmgrp, Jiang et al. (2014) detected Hql5
(an alanine-, proline-, glycine-, threonine- and serine- rich protein of H. ginghaiensis) in
larvae, nymphs, adult ticks, eggs, salivary glands and carcasses, but not in midguts.
Furthermore, Shahein ef al. (2013) analyzed the GRPs from R. annulatus RaSall, RaSal2 and
RaSal3, showing that all genes were expressed in 12- and 18-day-old eggs, but only RaSal2
showed a very low expression level in 6-day-old eggs. RaSal and RmGRP seem to be
expressed in a very similar embryogenesis period, although these GRPs do not present similar
sequences. Lew-Tabor ef al. (2010) reported the expression of a R. microplus GRP in adult

males and female salivary glands, presenting a significant higher expression in nymphs, but
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not in adult female guts and ovaries. Indeed, Perner et al. (2016) detected two transcripts
encoding GRPs in midgut from females only during the slow feeding phase of I. ricinus. Due
to the large description of tick transcriptomes and proteomes, GRPs have been identified in
tissues and development stages from a variety of other tick species, including A. americanum
(Radulovi€ et al. 2014), H. flava (Xu et al. 2016) and Dermacentor variabilis (Anderson et al.
2008).

Potential candidate antigens/molecules for anti-tick vaccines can be classified as
exposed (usually secreted in saliva and capable to interact with the host immune system
during a natural infestation) or concealed (hidden from the host immune system in a natural
infestation) (Willadsen and Kemp, 1988; Mulenga et al. 2000). In addition to its putative
secretion in saliva, RmGRP was recognized by sera from infested bovines, which makes it an
exposed antigen. The rRmGRP recognition by almost all tested sera from naturally infested B.
indicus or experimentally infested B. faurus indicates its high antigenicity, what have been
reported for other tick GRPs (Bishop et al. 2002; Trimnell et al. 2002; Zhou et al. 2006). The
experimentally infested B. taurus sera also showed a heterogeneous pattern of recognition
between and within bovines, under light and heavy infestations. Such heterogeneity has
already been reported when analyzing tick tissues/developmental stages protein extracts (Cruz
et al. 2008) or recombinant R. microplus paramyosin (Leal et al. 2013). In contrast, all three
bovines presented a clear recognition following the first infestation. Indeed, as bovines one
and three showed strong recognitions among sera from light infestations and one heavy
infested serum bovine did not recognize rRmGRP, it can be inferred that anti-RmGRP IgG
levels are naturally modulated during consecutive infestations and are influenced greatly by
immune characters other than the amount of antigen disposal. The recognition of rRmGRP by
all tested sera from naturally infested B. indicus suggests that these putative naturally acquired

resistant hosts maintain an IgG response under field conditions, although levels of IgG do not
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necessary correlate with naturally acquired resistance following tick infestations (Cruz et al.
2008; Piper et al. 2016), even when dealing with essential molecules, as the functionally
important portions may not be targeted or immunodominant (Havlikova et al. 2009).
Additionally, the presence of the protein in non-salivary tissues, such as ovaries and fat
bodies, as well as in eggs and larvae, suggest that this protein could be targeted in a ‘dual
action strategy’, presenting properties of exposed and concealed antigens. ‘Dual action’
vaccines target both exposed and concealed antigenic epitopes, thus, host antibodies against
the salivary RmGRP could cross-react with hidden epitopes, becoming more efficient (Nuttall
et al. 2006), as previously described for 64P (Trimnell ef al. 2002). However, the suggested
reinforce of the immune response by natural infestations (Nuttall ef al. 2006) should be
evaluated on a “case by case” basis, as infestation density and host genetic heterogeneity seem
to influence immune responses greatly (Ogden et al. 2002; Cruz et al. 2008), as could be seen
for RmGRP. Other vaccination trials using GRPs as antigen were already described, such as
RHS50 of R. haemaphisaloides, which resulted in a low rate of attachment and high mortality
of nymphs (Zhou et al. 2006), and p29 of H. longicornis, which showed a decrease of weight
of fed females and an increase of larvae and nymphs mortality (Mulenga et al. 1999).

In the present study, we described the cDNA and amino acid sequences encoding to
RmGRP, which presented glycine content and repeats characteristic from the superfamily of
GRPs. The presence of the rmgrp mRNA in various tissues and developmental stages
indicates its probable importance in different periods of the R. microplus life cycle. The
rRmGRP recognition by naturally and experimentally infested bovines sera, the low larvae
hatching from females silenced with dSRmGRP, the probable RmGRP presence in most adult
tissues/developmental stages, in addition to important effects in ticks by previous vaccination
trials with other GRPs, turns rRmGRP a potential antigen that deserves a further investigation

in order to compose an anti-tick vaccine. We can also infer that RmGRP is possibly essential
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in functions other than the host-parasite interface, such as larvae development, thereby

opening new challenges for unraveling the importance of GRPs in tick biology.
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Fig. 1. Nucleotide and predicted amino acid sequence of the cDNA of a glycine-rich protein

of Rhipicephalus microplus (RmGRP). Signal peptide is underlined. Glycine residues and

therepeats FGGN, GFGN and GFGGN, preceded or not by P (Proline), are highlighted in

gray.
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I. scapularis MKLLLALAALAAVATAQIVERRTIKNPDGSTTHMESSSWGHSHFNQENND-DGIITGRMG

R. microplus MKLLLVAAALVGLSAAQIVERRVIKNPDGSTTHMESSSWGHSSFNQETSDNDGLISGRSG

R. appendiculatus MKLLLVAAALVGLSAAQVVERRVIKNPDGSTTHMESSSWGHSSFNQEAADTDGIISGRSG

R. pulchellus MKLLLVAAALVGLSAAQVVERRVIKNPDGSTTHMESSSWGHSSFNQESSDTDGIISGRSG

A. americanum MKLLLVAAALVGLSAAQIVERRVIKNPDGSTTHMESSSWGHSSFNQEAADTDGIISGRSG

A. maculatum MKLLLVAAALVGLSAAQVVERRVIKNPDGSTTHMESSSWGHSSFNQEASDTDGLISGRSG

A. cajennense MKLLLVAAALVGLSAAQVVERRVIKNPDGSTTHMESSSWGHSSFNQESSDTDGLISGRSG
Rokokkok | kokok e e sk eskokokok kokokokokokokokkokokokokokokokokokok kokokk ok kok ok akok ok

I. scapularis YVDSAGTNIDRHYEVGRDGKRRFIDAKDSKLKGPPPSFNFGPMPNPTDFSAGLDDDFLAG

R. microplus YADSSGVNYDRHYTVDRNGQRRYIDPKDSKLKGPAPSI - - -PMPSGV-FG--GNDDFLSG

R. appendiculatus YSDSSGVNYDRHYTVDRNGQRRIIDPKESKLKGPAPSF - - -PMPQGG-FG--GDDDFLSG

R. pulchellus YADSSGVNYDRHYTVDRNGQRRFIDPKDSKLKGPVPAM- - -PIPRGG-FG--VDDDFLSG

A. americanum YADTSGVNYDRHYTVDRNGQRRFVDPKESKLKGPPPTF - - -TMPRGT - FGAGGDSDF LAG

A. maculatum YADTSGVNYDRHYTVDRNGQRRYVDPKESKLKGPPPTF - - -TMPQGA-FGP-GSDDFLSG

A. cajennense YADSSGVNYDRHYTVDRNGQRRFVDPKDSKLKGPPPTF - - -TMPRGA-FGPGGDDDF LAG
* ke ok ok kR K kakekk ok okekkkkkk k.. ok * LRk ok

I. scapularis RSGFGNLPGFGNLPGF-------- GNLPGFGGAARRGGRY

R. microplus RSGFGNLPGFGNLPGFGGNVPGFGGNFPGFGGNRRNN- - -

R. appendiculatus RSGFGNLPGFGNLPGFGGNVPGFGGNFPGFGGNRRRN- - -

R. pulchellus RSGFGNLPGFGNLPGFGGNVPGFGGNFPGFGGNRRKN- - -

A. americanum RSGFGNLPGFGNLPGFGGNVPGFDGNFPGFGGNRRRN- - -

A. maculatum RSGFGNLPGFGNLPGFGGNAPGFGGNFPGFGANRRRN- - -

A. cajennense RSGFGNLPGFGNLPGFGGNVPGFGGNFPGFGGNRRRN- - -
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Fig. 2. Multiple sequence alignment analysis. ClustalW was used to align RmGRP with
glycine-rich proteins from four tick species. Repeats are highlighted in gray boxes. GenBank
accession numbers: Ixodes scapularis, AAY66550.1; Rhipicephalus microplus, KY271084;
Rhipicephalus appendiculatus, JAP85432.1; Rhipicephalus pulchellus, JAA64016.1;
Amblyomma americanum, E1L593292.1; Amblyomma maculatum, AEO33043.1; Amblyomma

cajennense, JAC24024.1.
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Fig. 3. Analysis of relative rmgrp transcript levels in eggs, larvae, partially and fully engorged

female tissues and males of Rhipicephalus microplus by qRT-PCR. P: Partially engorged

females; F: Fully engorged females. Eggs and larvae are represented by days after laying and

hatching, respectively. rmgrp transcription was normalized using the 40S ribosomal gene.

Data are expressed as average + SD. The asterisks (*) indicate means statically different from

others. Statistical analyses were performed by one-way ANOVA and Tukey post-test

(P<0.01).
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100

% MRNA reduction

Fig. 4. RNAi-mediated rmgrp silencing in ovary of Rhipicephalus microplus adult females
injected with dSRmGRP or dsMSP1 (control). Ovaries extracted 24 h after treatment were
used to determine the suppression of mRNA corresponding to RmGRP of each tick treated (1,
2, 3 and 4). mRNA expression was analyzed by qRT-PCR using the comparative Ct method,
which was normalized using the 40S ribosomal gene. Percentage of mRNA reduction was

calculated by comparison of rmgrp transcription from ticks treated with dsMSP-1 or

dsRmGRP.
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Fig. 5. SDS-PAGE (A) and western-blot (B) analysis of recombinant RmGRP. M: Molecular
weight marker; 1: E. coli BL21/pET 23a; 2: RmGRP expressed in E. coli BL21; 3: rRmGRP
purified. Western-blot was performed using Anti-PolyHistidine Alkaline Phosphatase (Sigma-
Aldrich). Precision Plus Protein Standards (Bio-Rad) and BLUeye prestained protein ladder

(Sigma-Aldrich) were used as molecular weight markers in (A) and (B), respectively.
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Fig. 6. Western-blot of rRmGRP immunogenicity analysis by rabbit sera. +: Monoclonal
Anti-polyHistidine conjugated with alkaline phosphatase; 0: non-immune serum; 1: anti-
saliva of partially engorged females serum; 2: anti-salivary glands of partially engorged
females serum; 3: anti-saliva of fully engorged females serum; 4: anti-gut serum; 5: anti-egg

serum. Sera were diluted 1:200.
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Fig. 7. Recognition of rRmGRP by sera of three experimentally infested Bos taurus. The
serum respective to each consecutive experimental infestation (infestation number between

parentheses) and relative band intensities (infested serum value minus pre-infested serum
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value) are indicated below each strip. +: positive control (anti-R. microplus saliva rabbit
serum); O: pre-infestation bovine sera; 1-12: bovine sera from twelve successive infestations
(6 heavy infestations followed by 6 light infestations). Sera of bovines 1 (A), 2 (B) and 3 (C)

were diluted 1:250, 1:250 and 1:200, respectively.



Fig. 8. Recognition of rRmGRP by naturally infested Bos indicus sera. +: positive control
(anti-R. microplus saliva rabbit serum); 0: non-infested bovine serum; 1-6: naturally infested

bovine sera. All sera were diluted 1:200.
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Table 1. Effect of gene silencing by treatment of partially engorged females with dsSRNAs of genes
coding for a glycine-rich protein of Rhipicephalus microplus (RmGRP)

Weight Weight gain Egg weight Egg weight  Larvae

. . Larvae weight Hatching
dsRNA gain (mg)* (%)° (mg) Eoe/zl)lictlon Zﬁght reduction (%)¢ rate (%)°
RmGRP 65+22.8 248.7¥94.7 17.4%18.6 28.2 1.5%£2.5%* Q] 4%%* 8.6
MSP-1* 45.1£31.6 171.6x116.8 24.3£20.6 - 13.4+6.8 - 55.8

* Merozoite surface protein-1 of Plasmodium falciparum (negative control)

**Statistically significant (Statistical analyses were performed by unpaired #-test (P<0.001))
Weight gain (mg), weight gain (%), egg weight (mg) and larvae weight (mg) are presented as
average = SD.

? final weight - initial weight (before artificial feeding)

® weight gain (mg)*100/ initial weight

¢ (100-(egg weight of each tick treated with dSRmGRP*100/egg weight mean of dsMSP-1
group))

4 (100-(larvae weight of each tick treated with dsSRmGRP*100/larvae weight mean of dsMSP-
1 group))

¢ (larvae weight mean/ eggs weight mean)*100
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3.1 INTRODUCAO

Os antigenos protetores contra ectoparasitos t€ém sido classificados como expostos
(reconhecidos naturalmente pelo sistema imune do hospdeiro) e ocultos (antigenos nao
reconhecidos pelo sistema imune do hospedeiro) (40, 41). Experimentos de vacinacdo com
antigenos ocultos mostraram uma prote¢do parcial do hospedeiro (53, 57, 60). Entretanto,
quando alguns antigenos foram combinados, a protecdo aumentou, o que indica que um
coquetel de antigenos deve ser mais eficiente em elicitar uma resposta imune protetora contra
infestacOes por carrapatos (54, 87). Antigenos expostos também t€m sido analisados em
ensaios de vacinacdo (75, 76). A paramiosina (PRM), um antigeno salivar considerado
exposto ao sistema imune do hospedeiro (162), foi inicialmente identificada como uma
proteina muscular de invertebrados, com provavel envolvimento na determinagdo do
comprimento e estabilidade dos filamentos musculares (188, 189). Porém, em parasitos, ja foi
descrito o seu papel na modulacdo do sistema imunoldgico de hospedeiros pela inibicao do
sistema complemento, pela ligacdo ao colageno do tipo I (161, 197) e pela capacidade de ligar
a por¢cdo Fc de imunoglobulinas (161, 202). Além disso, a PRM mostrou-se um importante
antigeno vacinal contra helmintos (217, 236), sendo indicada como uma potencial candidata a
compor vacinas contra esquistossomose (213), filariose (215) e cisticercose (216).

A PRM ¢ formada por hélice-o. em quase toda a sua extensdo, porém apresenta duas
regides com estruturas secundarias distintas, que compreendem as porcdes N-terminal e C-
terminal da proteina (191). Alguns artigos indicam o reconhecimento preferencial da regidao
N-terminal, C-terminal ou interna da PRM de parasitos por soros de hospedeiros infectados
(231, 237, 239) e, portanto, a identificacdo dos fragmentos possivelmente imunodominantes
da PRM de R. microplus (RmPRM) em bovinos pode ser importante na preparagao de um
futuro antigeno vacinal.

O objetivo desse trabalho foi clonar e expressar a sequéncia codificadora das regides
N-terminal, interna e C-terminal da RmPRM em E. coli e da sequéncia completa da RmPRM
em P. pastoris, além de avaliar os efeitos do silenciamento da proteina em fémeas

parcialmente ingurgitadas.
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3.2 MATERIAIS E METODOS

3.2.1 Clonagem das sequéncias de DNA codificantes para as regioes N-terminal, interna

e C-terminal da RmPRM em vetor procariético

As sequéncias de DNA codificantes para as regidoes N-terminal (N-PRM), interna (Int-
PRM) e C-terminal (C-PRM) da RmPRM foram amplificadas por PCR, resultando em
fragmentos de 426 pb, 1861 pb e 438 pb, respectivamente. Os oligonucleotideos iniciadores
diretos e reversos utilizados foram: 5’-atttttcatatgtctagcaggagcagcaag-3’ e 5’-tttttggaattctca
ATGGTGATGGTGATGATGctgttcctgeatctctgecgacgg-3°, para a N-PRM; 5’-caccatggacctcatg
accaaggcc-3’ e 5°-tcaATGGTGATGGTGATGATGagcctccagcettcgegatg-3°, para a Int-PRM;
5’-caccatgaggatccgcgatgttgagatcg-3’ e 5’-aaaaagaattcttaGTGGTGGTGGTGGTGGTGgaagtt
ctggctggactecteg-3’, para a C-PRM. Todos os oligonucleotideos iniciadores reversos foram
desenhados com uma sequéncia codificante para uma cauda de seis histidinas (indicados
acima em letras maidsculas). Em negrito estd representada a regido complementar ao
plasmideo em que a sequéncia foi inserida, enquanto que os coédons de término estdao
sublinhados. Os oligonucleotideos iniciadores descritos acima para Int-PRM e C-PRM foram
sintetizados de acordo com as recomendacdes do “Champion pET Directional TOPO
Expression kit” (Invitrogen) e os amplificados resultantes foram clonados por recombinacdo
no vetor pET101/D-TOPO, usando o kit de clonagem citado. J4 os oligonucleotideos
iniciadores sintetizados para a N-PRM continham sitios de restri¢do para Ndel e EcoRl (em
itilico). O produto de PCR correspondente a N-PRM foi clonado no vetor PCR-Blunt usando
0 “Zero Blunt PCR Cloning kit” (Invitrogen) e o plasmideo recombinante foi clivado com as
enzimas de restricdo Ndel e EcoRI. O fragmento resultante foi inserido no vetor de expressao
pET 23a (Novagen), previamente clivado com as mesmas enzimas de restricdo, usando “T4

DNA ligase” (Fermentas).
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ATGTCTAGCAGGAGCAGCAAGTACATGTACAAGAGCAGCGGAGGTGCTGGAGATATCTCCATCGAATATGGCACCGACCTCGGCGCACTCACCAGGCTTGAGGACAAGCTCCGCCTGCTT
M S S R S S K’ Y MY KSSGGAGDTIO STIEYSGTHUDULGALTR RILTETDIEKTLTR RILIL
CAAGAGGACCTCGAGTCCGAACGGGAGCTCAGGCAAAGGATTGAGCGCGAGAAGTCGGACCTGACGGTGCAGCTGATGCAGCTGAGCGACCGGCTTGAAGAAGCCGAGGGCTCCTCGGAG
Q EDLE S ERETLRAGQRTIERTETIKSDTLTVQLMAOQLSDI RILTETEATETGS S SE
ACTGTGGTCGAGATGAACAAGAAGCGCGACACCGAGCTGTCCAAGCTGCGCAAGCTGCTCGAGGATGTGCACTTGGAGAGCGAGGAGACTGCACACCACCTGCGCAAGAAGCACCAGGAG
TV V EMNIKIKIRDTETLSKTILRIKILILTEUDVHTILTESETETAHUHTILTRIKIKHAQE

GgFGTCGCAGAGATGCAGGAACAGATGGACCTCATGACCAAGGCEAAGAGCAAGGCCGAGAAGGAGAGGCAGAAGTTCCAGGCCGAAGTTTACGAGCTCTTGGCTCAGGTGGAAAACACG
; V A EMQEQMDILMTK A' K S K A EKERIGQKTFQAEVYETLILAQVENT
AACAAGGAGAAGATCACGATCCAGAAGACCGTGGAGAAGCTGGAGCACACCGTGTACGAGCTGAACATCCGCATCGAGGAACTGAACCGCACCGTCACCGAGGTGACGGCCCAGAGGACC
N K E K I TIQKTVEIZ KTULEWHTVYETLNTIRTIETETLNRTUVTEVTAAQ QRT
CGCCTTAGTGCCGAGAACGCCGAGTACCTCAAGGAGGTGCACGAACTCAAGGTCTCGCTGGACAACGTCAACCACCTCAAGAGCCAGCTCGCCACCCAGCTTGAGGACACCCGCCGCCGC

R LSAENATESTYTLTZEKTEVHTETLTZEKYSLDNVNIHTLTEKSGI QLATQ QLTETDTTRTR RTR R
CTTGAAGATGAGGAGAGGAAACGCGCCAGCCTGGAATCTTCGATGCACACTCTTGAGGTTGAGATCGAGTCTCTCAAGGT TCAGCTGGAAGAAGAATCCGAGGCTAGGCTTGAAGTCGAG
L EDETEREKTRASTLTESSMHTLETVETITES STLTEKV VO QLTETETESTEHA ARTLEVE
AGGCAGCTAGTCAAAGCCAACGCTGATGCCGCCGCTTACAAGACCAAGTATGAGACTGAAGTCCAGGCCCATGCTGACGAAGTTGAGGAACT CAGGCGCAAGATGGCTCAGAAGATTTCG
R Q LV KANADA AAAYT KTTIKTYTETTEVQ QAHADTEVTETETLTRR RTIEKMMATQ QEKTIS
GAGTACGAAGAGCAGCTCGAGGCCCTGCTGACGCGCTGCAGCAACTTGGAGAAGCAGAAGTCGCGACTTCAGAGCGAAGTCGAGGTGCTCATTATGGACT TGGAGAAGGCTACTGCGCAT
EYEEQLEA ALTLTRTCSNLTETKG QS KSR RLGQSEVEVTLTIMDTLTETKHATA AH
GCGCAGAACCTGGAGAAGCGTGTCGCTCAGCTCGAGAAGCTCAACATCGACCTCAAGTCCAAGGTGGAAGAGCTCACCATCCTGCTGGAGCAGAGCCAGCGTGAGCTGCGCCAGAAGGTG
A QNLETKRVARQTLTETKTLNTIDTLTEKSTZKVETETLTTILTLET QS QRTETLT RTZ EQEKYV
GCCGAAATCCAGAAGCTGCAGCACGAGTACGAGAAGATGCGCGAACAGCGAGACGCCCTTCAGCGAGAGAACAAGAAGCTCGTCGACGACCTGTCCGAGGCTAAGAGCCAACTGGCCGAC
A EIQKTLQHETYTETKMRETGQRTDATLTG QRTENTEKTEKTLVDTDTLSTETA AT KS ST QLA ATD
GCCATCCGCCGGCTGCACGAGTACGAGCTGGAGATCAAGCGGCTGGAGAACGAGCGTGACGAGCTGGCTGCCGCCTACAAGGAGGCCGAGACACTGCGCAAGCAGGAGGAAGCCAAGTGC
A I RRLBHETYTETLTETTZ KR RTLTENETRTDTETLAAAYTZ KTEHA AETTLR RTEKTEOQETEH AT KSTC
CAGAGGCTCACCGCCGAGCTCGCTCAGGT GCGCCACGAGTACGAGCGCCGCCTCCAGATCAAGGAAGAGGAGATCGAAGCCCTGCGCAAGCAATACCAGCTGGAAGT GGAGCAGCTCAAC
Q RLTAETLAQVRHETYTERRLG QTIEKTETETETITEALT RIEKT QYO QLEVET QLN
ATGCGCCTTGCTGAGGCAGAGGCCAAGCTCAAGACGGAGAT TGCTCGCATCAAGAAGAAGTACCAGGCCCAGATCACGGAGC TGGAGATGTCTCTGGACGCTGCCAACAAGCAGAACATG
M RLATEATEA AKTLTEKTTETARTITKTEKTEKTYGQAQTITTETLTEHMSTLTDAANTEKT EENHM
GACCTCCAGAAGATCATCAAGAAGCAGGCCATCCAAATCACCGAGCTGCAGGCCCACTACGACGAGGT TCACCGCCAACTGCAGCAGTGCGCCGACCAGCTTGCCATTTCCCAGCGCCGC
DL QKTITIKTKTG QATLIRQTITTETLTG QAHTYTDTEVHR RGO QLG QQCADG QLATISZ QR RTR
TGCCAGGGACTGCAGGCCGAACTGGACGAACAGCGTGTGGCTCTCGAATCCGCTCTGCGCTCCAAGCGGGCCGCAGAGCAGTCCCTGGAGGAGTCGCAGGCACGCGTGAACGAACTGACC
C QGLQATETLTDTET QRVALTESALTE RSTZ KT RAAETG QSTLTETES®QARVNETLT
ACCATCAACGTGAACATTGCTGCAGCCAAGAACAAGC TGGAGAGCGAGCTCTCCGCGCTGCAGGCTGACTACGACGAGC TGCACAAGGAGCTCCGGGTGGTTGACGAACGT TGCCAGCGC
TINVNTIAAAIKNTKTLTEST STETLSALG QQADTYUDTETLTUHEKTETLTRVYVDETRTECT QR
ACGATTGTTGAGCTTAAGAGCACCAAGGACATCCTGGTGGAAGAACAGGAGCGCTACATCAAGGTCGAGTCTATCAAGAAATCCCTCGAGGTCGAAGTCCGCAACCTTCAAGTGCGCTTG
T IVETLTKSTTIKDTITLVETET QETRYTITZKTVESTITEKT KT STLEVEVRNLTZ QVR RIL
GAGGAAGTGGAAGCGAATGCTTTGGCTGGAGGCAAGCGTGTCATCGCGAAGC TGGAGGC TAGGATCCGCGATGTTGAGATCGAGT TGGAAGAAGAGAAGAAGCGCCACGCTGAGACGCAG
EEVEANATLAGG GTE KT RYTIATEKTLTEARTIRTDYTETETLTETETETKTEKT RTHATETQ
AAGATTCTGCGCAAGAAAGACCACCGCGCCAAGGAGCTGCTGCTCCAGACTGAAGAGGACCACAAGACCATCACCATGCTCAACGACGCCGTCGAGAAGCTCAACGAGAAGGTCAAGGTC
K I LRKTKTDHRATKTETLTLTLTG OQTTETETDIHTEKTTITMLNDAVTET KTLTNETKVEKYV
TACAAGCGACAGCTCAACGAACAGGAGGGTCTGAGCCAGCAGAACCTGACCCGCGTGCGCCGCTTCCAACGCGAACTGGAGGCGGCCGAAGACCGCGCCGACTCCGCCGAGAGCAACCTG
Y KR QLNEG QEGTLS SO QQNTLTRVYVYRRTFG QRTETLTEAAETDTRADSA ATESNITL

TCCCTGATTCGCGCCAAGCACCGCTCCTGGGTGACCACCAGCCAAGTTCCCGGTGGCACCAGGCAGGTCTTCGTCACCGAGGAGTCCAGCCAGAACTTC
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Figura 1. Sequéncia de nucleotideos e de aminoacidos predita do cDNA codificador da

paramiosina de Rhipicephalus microplus. As sequéncias codificadoras das regides N-

terminal (sublinhada), interna e C-terminal (destacada em cinza) da paramiosina foram

escolhidas para a clonagem e expressdo em E. coli. As sequéncias de DNA utilizadas na

sintese dos oligonucleotideos iniciadores diretos e reversos estdo indicadas em azul e

vermelho, respectivamente.
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3.2.2 Expressao em E. coli e purificacao das proteinas recombinantes

Todas as constru¢des foram inseridas por eletroporacao na linhagem BL21 Star de E.
coli. Uma coldnia de E. coli transformada com cada constru¢do foi cultivada em 15 mL de
meio de cultura Luria-Bertani (LB) com 50 pg/mL de ampicilina durante a noite a 37 °C com
agitacdo de 180 rpm. Os cultivos foram inoculados em 3 L de meio LB contendo ampicilina
50 pg/mL e IPTG 1 mM e, apds, incubados a 37 °C por 4 h em um agitador a 180 rpm. As
células foram centrifugadas a 5000 X g por 5 min a 4 °C e o precipitado foi ressuspendido em
100 mL de tampao de ligacdo (PBS com adi¢do de 20 mM de imidazol, pH 7.,4). As células
foram rompidas em uma prensa de French e a cultura foi centrifugada a 18000 X g por 20 min
a 4 °C. Apés a centrifugacdo dos extratos, o sobrenadante foi filtrado usando uma membrana
de 0,45 um e estocado a -20°C. A Int-PRM também foi detectada na fracdo insoldvel e,
portanto, foi solubilizada em 50 mL do tampao para solubilizacio de corpos de inclusdo (ureia
8 M, tris-HCl 10 mM, ditiotreitol 1 mM, pH 8,0) por 1 h sob agitacio a temperatura ambiente.
Ap6s solubilizado, o extrato foi filtrado como ja descrito (243).

As trés proteinas recombinantes (rN-PRM, rInt-PRM e rC-PRM) foram purificadas
por cromatografia de afinidade usando a coluna HisTrap (GE Healthcare) de acordo com as
recomendacdes do fabricante. Os tampdes de ligacdo e elui¢do usados na purificacdo de Int-
PRM a partir da porcao insolivel foram preparados com a adicdo de ureia 8§ M. O grau de
pureza das proteinas recombinantes purificadas foi monitorado por eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) corado com azul de Coomassie (Sigma-Aldrich). Além disso, foi
realizado um western-blot usando o anticorpo anti-polihistidina conjugado com fosfatase
alcalina (Sigma-Aldrich) e anti-RmPRM para confirmar a presenca e identidade da proteina.

As proteinas recombinantes foram quantificadas por espectrometria a A280 nm.

3.2.3 Clonagem da sequéncia de DNA codificante para a RmPRM e expressao em P.

pastoris

A sequéncia de DNA codificante para a RmPRM foi amplificada por PCR usando os
oligonucleotideos iniciadores direto 5’-afcgatatgtctagcaggagcagcaag-3’° e reverso 5’-
gcggecgctcaATGATGATGATGATGATGgaagttctggetggactectcg-3’, onde: os sitios para as
enzimas de restricdo Clal e Notl estdo destacados em itdlico; no oligonucleotideo iniciador

reverso, a sequéncia codificante para seis histidinas estd em letras maidsculas e o cddon de
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término, sublinhado. O produto de PCR foi clonado no vetor pGEM-T Easy, usando o kit
“pGEM-T Easy Vector System I’ (Promega), de acordo com as recomendacdes do fabricante.
A construgdo foi inserida em E. coli linhagem TOPI10 por eletroporacdo. A sequéncia de
DNA codificante para a RmPRM foi clivada, usando as enzimas de restricao Clal e Notl, e
inserida no vetor pPICZaC (Invitrogen), clivado previamente com as mesmas enzimas,
usando “T4 Ligase” (Fermentas). A reacao foi realizada a 16 °C durante 18 h e a construcido
foi novamente inserida em E. coli. O plasmideo contendo o inserto foi linearizado com a
enzima de restricao Pmel e transferido, por eletroporagao, para as linhagens X33 e GS115 de
P. pastoris. A preparacdo de células competentes e a transformacdo foi realizada de acordo
com o protocolo condensado de Lin-Cereghino et al. (244). As culturas foram semeadas em
placas de Petri contendo YPDS com 25 pg/mL de zeocina e as colonias de levedura foram
visualizadas apo6s trés dias na estufa a 28°C.

A fim de induzir a expressdo da RmPRM, uma col6nia de cada linhagem de P.
pastoris foi inoculada em meio de cultura BMGY durante a noite a 29°C com agitacao de 200
rpm. As células foram centrifugadas a 5000 rpm por 15 minutos e ressuspendidas em 1 mL de
meio de cultura BMMY, o qual foi colocado em um novo erlenmeyer contendo 10 mL de
BMMY até atingir DOgoo igual a 1. Os cultivos de BMMY foram crescidos durante a noite a
29 °C com agitacao de 200 rpm e 1 mL era retirado do cultivo e centrifugado a 5000 rpm por
15 min a 4 °C. O sobrenadante era transferido para um microtubo com 0,525 g de sulfato de
amonio e colocado sob agitacdo durante a noite. O microtubo era centrifugado a 12000 rpm
por 1 h a 4 °C. O sobrenadante era descartado e o precipitado ressuspendido em 40 uL de
PBS 1x. O procedimento acima foi realizado durante cinco dias seguidos e, a cada dia, era
adicionado 0,5 % de metanol ao cultivo. A expressdo em P. pastoris foi realizada de acordo
com o manual “pPICZa A, B, and C - Pichia pastoris vectors for selection on Zeocin and
purification of secreted, recombinant proteins” disponibilizado pela empresa Invitrogen.

Ap6s o processo de expressao da RmPRM em P. pastoris, as células foram rompidas
por congelamento e descongelamento em nitrogénio liquido. O tampao de proteina 5x foi
adicionado as amostras, as quais foram fervidas e, logo apds, submetidas ao SDS-PAGE e

western-blot, a fim de analisar a expressdo da RmPRM.
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3.2.4 SDS-PAGE e western-blot

As proteinas recombinantes purificadas foram ressuspendidas em tampao de amostra
5x e separadas por SDS-PAGE em tampao Tris-Glicina. As proteinas foram coradas com azul
de Coomassie ou transferidas para uma membrana de nitrocelulose por 1 h a 70 V (245). A
membrana de nitrocelulose foi bloqueada com blotto 5% (PBS com 5 % de leite em pé
desnatado com adi¢do de 0,05 % de Tween 20) por 2 h e, depois, incubada durante a noite a 4
°C com o anticorpo anti-polihistidina ou anti-RmPRM diluido em blotto 1:4.000 e 1:1.000,
respectivamente. O soro anti-RmPRM foi adsorvido por 1 h a temperatura ambiente com
extrato total de células de E. coli BL21, as quais foram preparadas de acordo com Rott et al.
(246). Apds a incubagc@o com o anticorpo anti-polihistidina, a membrana foi lavada 5 vezes
com PBS 1x adicionado de 0,05% de tween 20 e incubada com o tampao de revelacdo para
fosfatase alcalina, NBT e BCIP. J4 ap6s a retirada do anti-RmPRM, a membrana foi
submetida a 5 lavagens de 10 minutos cada com blotto 5% e incubada por 1 h com o
anticorpo anti-IgG bovino conjugado com fosfatase alcalina (Sigma-Aldrich) diluido 1:10.000
em blotto 5%. Ap6s 5 lavagens com PBS 1x/tween 20 0,05%, a revelacao foi realizada como

descrito acima.

3.2.5 RNA interferéncia

Os oligonucleotideos iniciadores direto 5’-ggatcctaatacgactcactatagggaggctaagagccaac

tgg-3’ e reverso 5’-ggatcctaatacgactcactataggttaagctcaacaatcgtgeg-3’ foram sintetizados para

amplificar uma sequéncia de 761 pb codificante para a RmPRM. Os oligonucleotideos
iniciadores, contendo a sequéncia do promotor T7 (sublinhado) na regido 5’, foram
desenhados usando o website do IDT (https://www.idtdna.com). A reacdo de PCR foi
realizada com “Elongase Enzyme Mix” (Invitrogen), 0,6 pmol de oligonucleotideos
iniciadores e 100 ng de cDNA. O produto de PCR foi purificado com “Geneclean II kit” (MP
Biomedicals) e usado como molde para a sintese de dsRNA, a qual foi realizada com o
“Ribomax Express T7 kit” (Promega). O dsRNA correspondente ao gene MSP-1 de
Plasmodium falciparum (dsMSP-1), usado como controle negativo, foi sintetizado seguindo o
mesmo protocolo descrito para a sintese de dsRmPRM, usando os oligonucleotideos

iniciadores direto 5’-taatacgactcactataggctgatgcaagcgattcagat-3’ e reverso 5’-taatacgactcactata

gggtgtatttccagaattggce-3”  fornecidos pelo Dr. Gerhard Wunderlich (Departamento de
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Parasitologia — Universidade de Sdo Paulo, SP-Brasil). A quantificagdo dos dsRNAs foi
realizada espectrometricamente usando A260 nm e diluidos em agua Mili-Q para 8 pg/ul. A
sintese do RNA dupla-fita (dSRNA), assim como a metodologia usada no experimento de
RNA interferéncia, estdo de acordo com Pohl et al. (247).

Um total de 28 fémeas parcialmente ingurgitadas com tamanhos entre 20 e 45 mg
foram coletadas de um bovino infestado com R. microplus. Todos os carrapatos foram
alimentados artificialmente com sangue bovino usando capilares de vidro, de acordo com
Fabres et al. (248). Apd6s 1 h sob temperatura e umidade controladas, as fémeas foram
distribuidas em dois grupos de 14 carrapatos e injetadas com 1 pl (8 pug) de dsRNA
correspondente a rmprm ou mspl (gene ndo-relacionado usado como controle negativo) com
uma seringa Hamilton. Os carrapatos foram novamente alimentados e, 24 h apds o tratamento,
trés carrapatos de cada grupo foram dissecados para a remog¢do dos ovéarios, os quais foram
estocados em TRIzol a -70 °C até o uso. As demais fémeas foram novamente pesadas, fixadas
com a regido dorsal para baixo em placas de Petri e colocadas para postura em uma estufa a
28°C com umidade relativa de 85%. Apds uma semana, os ovos foram pesados, colocados em
microtubos e incubados nas mesmas condi¢cdes mencionadas anteriormente. Apds o periodo
de eclosao, a massa das larvas foi mensurada.

Os ovarios das fémeas parcialmente ingurgitadas, isolados apds o tratamento com
dsRNA, foram processados individualmente. Os RNAs foram extraidos com TRIzol
(Invitrogen) e tratados com DNAse I (Invitrogen), de acordo com as recomendacdes do
fabricante. A presenca de DNA cromossomal contaminante nas amostras de RNA, apds o
tratamento com DNAse I, foi analisada por PCR e visualizada em gel de agarose. A sintese do
cDNA foi realizada com a transcriptase reversa Superscript III (Invitrogen) seguindo as
orientacdes do fabricante.

O silenciamento génico foi confirmado por qRT-PCR usando os oligonucleotideos
iniciadores 5’-ccagcgcacgattgttga-3° e 5’-cacttgaaggttgcggacttc-3° (desenhados com o
software PrimerExpress 3.0 — Applied Biosystems, Forter City, USA) sendo a quantificagdo
relativa normalizada pela expressdo do gene 40S ribossomal, usando os oligonucleotideos
iniciadores 5’-ggacgaccgatggctacct-3’ e 5’-tgagttgattggcgcacttct-3’ (249). As reagdes de qRT-
PCR foram realizadas em duplicatas, com o termociclador Rotor-Gene Q (Qiagen), usando
Go-Taq qPCR Master Mix (Promega), 300 ng de cDNA e 10 pmol de oligonucleotideos
iniciadores. Os dados obtidos foram analisados pelo ‘“Relative Expression Software Tool”

(REST) (250).
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3.2.6 Analise estatistica

A anélise estatistica foi realizada por teste t de Student nao pareado usando GraphPad
Prism versdo 7.00 para Windows (GraphPad Software, La Jolla California USA). Valores

com significancia de P<0,05 foram considerados estatisticamente diferentes.

3.2.7 Aspéctos éticos

Os procedimentos realizados nesse trabalho envolvendo animais estdo de acordo com
a Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFRGS (CEUA/UFRGS) sob o protocolo n°
27559.

3.3. RESULTADOS

3.3.1 Clonagem das sequéncias de DNA codificantes para as regioes N-terminal, interna

e C-terminal da RmPRM e purificacao das proteinas recombinantes

A correta inser¢do das sequéncias codificantes para as trés regides da RmPRM nos
vetores de expressao foi confirmada por sequenciamento do DNA plasmidial. As proteinas
rN-PRM, rInt-PRM e rC-PRM purificadas por cromatografia de afinidade foram detectadas
em SDS-PAGE 12% e western-blot (Fig. 2A, B e C). Todas as proteinas foram reconhecidas
pelo soro anti-RmPRM (2B), enquanto que somente a tfN-PRM ndo foi reconhecida pelo
anticorpo anti-polihistidina (2C). Os extratos de E. coli expressando somente o plasmideo
pET 23a ou pET 101 ndo foram reconhecidos por ambos os soros (Fig. 2B e C). As massas
moleculares esperadas para rN-PRM, rInt-PRM e rC-PRM eram de 15,6, 72,3 e 16,6 kDa,
respectivamente, porém a migracao em gel de poliacrilamida da rN-PRM e rC-PRM indicam

tamanhos em torno de 17 e 20 kDa.
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Figura 2. SDS-PAGE (A) e western-blot (B e C) das regioes N-terminal (rN-PRM),
interna (rInt-PRM) e C-terminal (rC-PRM) recombinantes da RmPRM parcialmente
purificadas por cromatografia de afinidade. M: Marcador de massa molecular; 1: Vetor
pET 23a expresso em E. coli BL21; 2: Vetor pET 101 expresso em E. coli BL21; 3: TN-PRM,;
4: rInt-PRM; 5: rC-PRM. A: O SDS-PAGE foi realizado usando gel de poliacrilamida 12% e
corado com azul de Coomassie. B: O western-blot foi realizado usando soro bovino anti-
RmPRM (diluido 1:1.000 em blotto), como anticorpo primério, e anti-IgG bovino conjugado
com fosfatase alcalina (Fermentas) diluido 1:10.000 em blotto 5%, como anticorpo
secundario. C: Western-blot realizado com anticorpo monoclonal anti-polihistidina conjugado
com fosfatase alcalina (diluicdo 1:4.000 em blotto 5%). As flechas indicam as regides da

RmPRM com as massas moleculares esperadas para 15,6, 72,3 e 16,6 kDa, respectivamente.
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3.3.2 Expressiao da RmPRM em P. pastoris

A baixa expressio em E. coli, além da dificuldade de purificacio da RmPRM
previamente descrita (161), levaram a testar métodos alternativos de expressao da RmPRM. A
producdo de proteinas recombinantes expressas em P. pastforis tem mostrado algumas
vantagens em relacdo a E. coli, como a secrecdo da proteina recombinante (facilitando a
purificagdo da proteina). A clonagem em pPICZaC foi confirmada por sequenciamento
utilizando os oligonucleotideos iniciadores AOX 1, enquanto que a incorpora¢do do inserto na
levedura foi confirmada por PCR (dado ndo mostrado).

A expressio da RmPRM em duas linhagens de P. pastoris (X33 e GS115) foi
confirmada por western-blot usando o soro anti-RmPRM (Fig. 3). O extrato de P. pastoris foi
usado como controle negativo, enquanto o extrato de E. coli expressando a RmPRM foi usado

como controle positivo.

35-

25 -

20 -

Figura 3. Western-blot da expressao da paramiosina de R. microplus (RmPRM) em P.
pastoris. M: Marcador de massa molecular; 1: RmPRM expressa em E. coli BL21; 2:
RmPRM expressa na linhagem GS115 de P. pastoris; 3: RmPRM expressa na linhagem X33
de P. pastoris; 4: Extrato de P. pastoris. O western-blot foi realizado usando soro bovino anti-

RmPRM diluido 1:1.000 em blotto.



102

3.3.3 Silenciamento da RmPRM

O experimento de RNAI foi realizado a fim de avaliar os efeitos do silenciamento da
RmPRM na mortalidade e na massa das fémeas tratadas, assim como na postura de ovos e
eclosdo das larvas. Assim, carrapatos fémeas parcialmente ingurgitadas, 24 h apds o
tratamento com dsSRmGRP ou dsMSP-1 (controle negativo), foram dissecadas e foi realizada
a extragao de RNA dos ovérios para avaliar o nivel de silenciamento génico por qRT-PCR. Os
demais carrapatos foram colocados para oviposi¢cdo. A injecdo com dsSRmPRM diminuiu em
79,4% a postura dos ovos e em 95,1% a eclosdo das larvas comparado ao controle. A taxa de
eclosdo no grupo tratado com dsRmPRM foi de 13%, enquanto que no grupo controle foi de
55%, ja a massa das fémeas ndo foi estatisticamente diferente entre os dois grupos 24 h apds o
tratamento (Tabela 1). Os niveis de RNAm correspondentes 8 RmPRM foram reduzidos nos
trés carrapatos tratados com dsRmPRM (82,9%, 96,1% e 99,8%) comparado com o grupo
injetado com dsMSP-1 (Figura 4). Nao foi observada mortalidade de carrapatos apds o

tratamento.



103

Tabela 1. Efeitos do silenciamento génico a partir do tratamento de fémeas
parcialmente ingurgitadas com dsRmPRM

Reducao Reducao

Ganho de Massa Massa Taxa de
Ganho de da massa da massa -
dsRNA massa , dos ovos das larvas eclosao
. massa (%) (mg) dos ovos (mg) das larvas %"
(mg) mg (%)c (%)d (1}
RmPRM 46,1£18,2 175,3+71,6 5+8,1** 794 0,7+1,1** 95,1 13,3
MSP-1* 45,1£31,6 171,6+116,8 24,3£20,6 - 13,4+6,8 - 55,8

* Proteina da superficie do merozoito-1 de Plasmodium falciparum (controle negativo).
**Hstatisticamente significativo (a andlise estatistica foi realizada por teste t ndo-pareado

(P<0.05)).

Ganho de massa (mg), ganho de massa (%), massa dos ovos (mg) e massa das larvas (mg)
estdo apresentados como média + desvio padrao.

a = massa final - massa inicial

b = ganho de massa (mg)*100/ massa inicial

¢ = (100-(massa dos ovos dos carrapatos tratados com dsPRM*100/média da massa dos ovos
do grupo tratado com dsMSP-1))

d = (100-(massa das larvas de carrapatos tratados com dsPRM*100/média da massa das larvas
do grupo tratado com dsMSP-1))

e = (massa de larvas média/ massa de ovos média)*100
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Figura 4. Silenciamento do rmprm no ovario de fémeas parcialmente ingurgitadas de
Rhipicephalus microplus 24 h apés o tratamento com dsRmPRM ou dsMSP1 (controle).
A supressdao do RNAm relativo a RmPRM em cada carrapato tratado (1, 2 e 3) foi analisada
por qRT-PCR, usando o método Ct comparativo e o software REST. A expressdo génica foi

normalizada usando o RNA ribossdmico 40S.
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Capitulo 4

Consideracoes finais
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CONSIDERA COES FINAIS

O R. microplus € o principal carrapato de importancia econdmica, comprometendo a
criacdo de gado em diversos paises (4). O desenvolvimento de uma vacina anti-carrapato de
amplo espectro parece ser a melhor alternativa ao uso de acaricidas, porém ainda nao foi
possivel encontrar um antigeno ou um coquetel de antigenos suficientemente protetor contra
uma ampla gama de espécies de carrapatos (64, 88). Moléculas salivares sdo essenciais para a
fixacdo, alimentacdo do carrapato no hospedeiro e na transmissdao de patégenos, o que as
torna potenciais antigenos a serem estudados contra carrapatos e patdgenos transmitidos por
eles (126). Entre as proteinas salivares identificadas em carrapatos, uma PRG e a PRM de R.
microplus foram caracterizadas nesse estudo. As PRGs foram inicialmente detectadas no cone
de cemento, estrutura importante na fixacdo do carrapato no hospedeiro, formada por
proteinas da saliva (251). As PRGs parecem modular o sistema imune de hospedeiros
expondo regides de alta variabilidade com repetidas glicinas a ele (160) e, a0 mesmo tempo,
por conterem motivos repetidos ricos em glicinas semelhantes ao coldgeno de vertebrados
(75). A PRM constitui-se em antigeno vacinal extensivamente avaliado em helmintos (209,
217) e alergeno em acaros (104, 221). Além da sua fun¢do na musculatura, a PRM pode ser
associada a inibi¢@o do sistema complemento (196) e ligacio a por¢ao Fc de imunoglobulinas
(161, 203). Essas, entre outras caracteristicas, indicaram a importancia de ambas as proteinas
no parasitismo e a necessidade de mais estudos para identificar o potencial protetor da PRM e
PRGs como antigenos vacinais.

A identidade da proteina rica em glicinas de R. microplus (RmPRG) foi confirmada
pela alta similaridade com PRGs de outras espécies de carrapatos (Figura 2 do artigo). A
sequéncia de aminoacidos da RmPRG revelou duas regides distintas: a regido N-terminal,
composta por glicinas isoladas ao longo da sequéncia, e a regido C-terminal, formada por
repeti¢des contendo glicinas precedidas ou ndo por prolina. Tendo em vista essas duas regides
com caracteristicas distintas, futuramente, a clonagem e expressdo dessas regides
separadamente e produgdo das proteinas recombinantes seria importante para identificar se
existe uma por¢cao mais imunogénica e se apresenta a mesma caracteristica observada na 64P,
de R. appendiculatus, em que a regido C-terminal (rica em glicinas) é imunogénica, porém
nao protetora (160). Caso seja semelhante a 64P, pode se especular que a regido C-terminal da
RmPRG, com as repeti¢des ricas em glicinas, seja a regido exposta ao hospedeiro e, portanto,

mais imunogénica, enquanto a por¢ao N-terminal fique menos exposta ao hospedeiro.
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A partir dos ensaios de reconhecimento com soros de animais infestados, a RmPRG
mostrou-se altamente antigénica, sendo reconhecida por todos os bovinos B. indicus
naturalmente infestados com o R. microplus, mas também por soros de bovinos B. taurus
submetidos a 12 infestagdes sucessivas (seis infestacdes pesadas seguido por seis infestagdes
leves). O grau de reconhecimento da RmPRG foi bastante discrepante tanto entre os bovinos
como entre as infestagdes. Essa heterogeneidade no reconhecimento ji foi descrita
anteriormente (38, 162), podendo ser explicada pela diferenca genética entre individuos da
mesma raca, idade, além de outros componentes do sistema imune que modulem a resposta
imune do bovino durante infestagdes sucessivas, ndo necessariamente relacionados ao grau de
infestacdo. O reconhecimento da RmPRG por soros de bovinos naturalmente e
experimentalmente infestados confirma que a RmPRG € um antigeno exposto ao hospedeiro,
sendo provavelmente secretada pela saliva. Antigenos expostos sao naturalmente
reconhecidos por anticorpos de seus hospedeiros, portanto, sucessivas infestacdes com o
carrapato geram resisténcia, que, entretanto, € parcial, visto que alguns individuos sempre
conseguem completar o ciclo parasitirio. A modulagdo/evasdao do sistema imune por
moléculas salivares pode auxiliar a explicar ndo somente esta sobrevivéncia de alguns
parasitos em hospedeiro resistentes, como também o maior reconhecimento de proteinas do R.
microplus por soros de bovinos apds a primeira infestacdo, com queda gradual até a
estabilidade do reconhecimento, ou o constante reconhecimento ao longo das infestacoes,
como os mostrados para a RmPRG.

A anélise do reconhecimento da RmPRG por soros de coelhos imunizados com ovos,
saliva e glandulas salivares de fémeas de R. microplus estio de acordo com o RT-PCR que
identificou o rmprg em diferentes tecidos e fases de desenvolvimento do carrapato. Algumas
PRGs ja foram encontradas no intestino de carrapatos (98, 187), porém, os dados indicaram
que a RmPRG, assim como o rmgrp, nao estdo presentes no intestino de R. microplus. Além
disso, a maior expressao do rmgrp nas glandulas salivares de fémeas totalmente ingurgitadas
do que em parcialmente ingurgitadas também pode ser relacionada ao ensaio de
reconhecimento da RmPRG por soros de coelhos imunizados, uma vez que a RmPRG foi
reconhecida pelo soro de coelho imunizado com glandulas salivares de fémeas totalmente
ingurgitadas € o seu reconhecimento foi visualmente mais intenso pelo soro anti-saliva de
fémeas totalmente ingurgitadas do que parcialmente ingurgitadas. Essa alta expressdo da
rmprg em glandulas salivares de fémeas totalmente ingurgitadas (fémeas coletadas apos o
desprendimento do hospedeiro) € bastante interessante, visto que a principal fun¢ao conhecida

das PRGs em carrapatos esti relacionada ao cone de cemento, produzido no momento de
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fixacdo o carrapato. Outros trabalhos j4 indicaram a presen¢a de PRGs na saliva e glandulas
salivares de fémeas totalmente ingurgitadas (175, 176), porém o seu papel nesse periodo do
ciclo de vida do carrapato ainda nao foi esclarecido. A rmprg também foi detectada nos
corpos gordurosos e ovarios de fémeas parcialmente e totalmente ingurgitadas, em larvas e
em machos adultos. Os dados de qRT-PCR e reconhecimento da RmPRG por soros de
coelhos imunizados indicam uma provavel importancia dessa proteina no periodo de rapido
ingurgitamento de fémeas ou ainda na embriogénese.

O silenciamento do gene correspondente a RmPRG em fémeas parcialmente
ingurgitadas reduziu em 91% a massa de larvas eclodidas em relacdo ao grupo controle.
Porém, nenhum efeito foi verificado no ganho de massa das fémeas e na postura de ovos apos
o tratamento com o dsRmPRG, incluindo o periodo de ingurgitamento por alimentacdo
artificial. Ainda, a rmprg foi altamente expressa em larvas de 1 dia, o que sugere (juntamente
com o RNAi) um possivel papel da RmPRG no desenvolvimento larval.

A clonagem do cDNA codificador da PRM de R. microplus em E. coli foi previamente
realizada por Ferreira et al. (161), produzindo uma proteina recombinante de 102 kDa.
Entretanto, a utilizacdo de apenas um fragmento da proteina, que contenha epitopos
protetores, pode apresentar maior eficicia em ensaios de vacina¢do do que a proteina inteira.
Assim como a PRM de alguns helmintos e dcaros (229, 231, 239), a RmPRM deve apresentar
graus divergentes de imunogenicidade e protecdo entre diferentes fragmentos da proteina.
Dessa forma, trés regides da RmPRM, N-terminal (N-PRM), interna (Int-PRM) e C-terminal
(C-PRM), foram clonadas separadamente. As sequéncias de DNA codificantes para PRM-I e
PRM-C foram clonadas no vetor pET 101/D-TOPO utilizando o sistema de recombinacao,
porém, com a dificuldade de expressio da PRM-N com o mesmo sistema, a sequéncia
correspondente a essa regido foi expressa no vetor pET 23a. Os protocolos de expressdo e
purificagdo foram realizados nas mesmas condi¢des para todas as regides, exceto para a Int-
PRM que foi purificada em duas fases, a por¢dao soluvel separada da por¢cdo de baixa
solubilidade. As trés proteinas recombinantes foram purificadas por cromatografia de
afinidade usando a coluna HisTrap (GE Healthcare), que contém resina de niquel. Tendo em
vista a purificacdo parcial obtida, serdo necessarios novos protocolos de purificacdo
adicionais. Além disso, as diferentes bandas visualizadas no SDS-PAGE podem indicar que a
proteina recombinante estd formando agregados resistentes a SDS-ureia e/ou estd sendo
clivada por acdo de proteases. Posteriormente, as trés regides da PRM recombinantes deverao
ser utilizadas em ensaios de reconhecimento por bovinos experimentalmente e naturalmente

infestados com o R. microplus, mas também por soros de bovinos e coelhos imunizados com
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diferentes extratos de tecidos de fémeas, além de extratos de ovos e larvas do carrapato.
Adicionalmente, ensaios de atividade, como ligacdo ao colageno, inibi¢do da via classica do
sistema complemento e agregacdo plaquetaria, serdo realizados com as trés regides da PRM
recombinantes. A identificagao da regido de maior antigenicidade e fun¢ao imunomoduladora
serd importante para direcionar um possivel ensaio de alimentagdo artificial com anticorpos
e/ou vacinacao contra o R. microplus.

Devido a dificuldade de purificacio da RmPRM inteira fusionada a GST (161) ou com
a adicdo de uma cauda de seis histidinas (dado ndo publicado) com expressao em E. coli, a
RmPRM foi entdo expressa em duas linhagens da levedura P. pastoris (X-33 e GS115). As
duas linhagens sdo designadas Mut", ou seja, apresentam crescimento rapido apds a indugio
com metanol. A GS115 apresenta uma mutacdo no gene HIS4 (HIS4") e requer que o vetor
utilizado contenha esse gene, como os vetores pPIC (usado nesse trabalho) (252). A expressao
proteica em P. pastoris pode apresentar diversas vantagens como: extensas modificagdes pds-
traducionais, a incorporacao da sequéncia alvo ao genoma, a secre¢do da proteina heteréloga
para o meio extracelular, o que simplifica a purificacdo proteica, uma vez que a P. pastoris
secreta uma quantidade pequena de proteinas nativas, além de ser livre de endotoxinas (253).
A RmPRM expressa em levedura s6 foi detectada na por¢do insolivel do cultivo e, portanto, a
proteina recombinante ndao foi secretada no meio extracelular, necessitando de maior
purificagdo, assim como a proteina expressa em E. coli. A produ¢do da proteina recombinante
a partir da expressdao em levedura seria importante para comparar o grau de reconhecimento
das proteinas expressas em E. coli e P. pastoris por soros de animais infestados com o
carrapato e em ensaios de atividade, uma vez que a baixa taxa de modificacdes poOs-
traducionais em E. coli poderia ocultar alguma atividade relacionada a proteina nativa.

O silenciamento génico correspondente a RmPRM apresentou uma reducdo na massa
de ovos de 79% e na massa de larvas de 95%, mas nao mostrou diferenca no ganho de massa
de fémeas alimentadas. A PRM € uma proteina muscular, portanto ela deve ser essencial no
desenvolvimento da musculatura do carrapato. Dessa forma, a reducdo na taxa de eclosdo de
larvas ap6s o silenciamento génico € condizente com a importancia presumida da PRM no
desenvolvimento da musculatura da larva. O silenciamento da PRM também ja foi avaliado
apos o tratamento de larvas de 7. spiralis com siRNA corresponde a uma por¢do da proteina.
Como resultado, houve reducdo na muda de larvas tratadas, além de danos superficiais e
menor mobilidade, sugerindo seu papel na regulacdo da muda durante o desenvolvimento
larval (218). Ainda que as fases de desenvolvimento silenciadas sejam diferentes nos dois

experimentos, o silenciamento da PRM em helmintos e carrapatos gerou algum efeito
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deletério na larva, porém em periodos distintos do seu desenvolvimento. Entretanto,
Zawadzki et al. (254) analisaram o silenciamento da PRM em ovos ¢ larvas de Haemonchus
contortus por eletroporagdo e nenhum efeito foi verificado. Previamente, foi indicado que o
rmprm foi encontrado em ovos, larvas, machos adultos e em todos os tecidos de fémeas de R.
microplus (162). A expressdo génica foi medida nos ovos de 1, 3, 6, 12 e 18 dias, indicando
sua presenca somente no ovo de 18 dias, além de da expressdo em larvas de 5 e 10 dias, mas
ndo nas larvas de 15 dias. Esses dados sugerem que possivelmente haja necessidade de
maiores quantidades de PRM no momento da eclosao da larva e no seu desenvolvimento. A
rmprm também foi detectada no ovario, podendo estar relacionada a musculatura da parede do
tecido, a qual poderia ser importante durante a oviposicdo. Deve ser enfatizado ainda que os
maiores niveis de expressdo génica foram detectados no corpo gorduroso, tecido sem
musculatura aparente, o que indica que a redugdo na postura de ovos e na eclosdo de larvas
podem também estar ligadas a uma fun¢do nao muscular da proteina.

O RNAI foi realizado usando o mesmo protocolo para o silenciamento de RmPRG e
RmPRM. Somente a redu¢do do RNAm correspondente 8 RmPRM em fémeas tratadas com
dsRNA mostrou diminuir a postura de ovos. Por outro lado, o silenciamento de ambos os
genes reduziu a massa de larvas eclodidas, o que sugere a importancia das duas proteinas no
ciclo de vida do carrapato e o potencial de ambas como antigeno vacinal. A partir desses
dados, o proximo passo seria avaliar os efeitos da alimentacdo artificial de carrapatos fémeas
com anticorpos anti-RmPRG e anti-RmPRM, o que, juntamente ao RNAI, poderia indicar
uma ou ambas as proteinas para um ensaio de vacinagao.

A partir dos resultados alcangados nesse estudo, em conjunto com dados previamente
publicados (161, 162), podemos afirmar que a RmPRM/rmprm e a RmPRG/rmprg foram
encontradas em diferentes tecidos de fémeas adultas e fases do desenvolvimento do R.
microplus, ambas as proteinas mostraram que podem ser importantes no desenvolvimento da
larva do carrapato e, ainda, foram reconhecidas por soros de bovinos naturalmente e
experimentalmente infestados. A RmPRM e a RmPRG j4 seriam consideradas essenciais no
desenvolvimento do carrapato e parasitismo por suas fungdes previamente conhecidas (na
musculatura e no cone de cemento, respectivamente), porém os dados obtidos indicam que
ambas devem apresentar papéis adicionais no ciclo de vida desse parasito. Em conjunto com
as caracteristicas citadas, a possibilidade de evadir ou modular o sistema imune do hospedeiro
ja sugeridos para a RmPRM (161) e para a PRM de outros organismos (194, 200, 202), assim

como para PRGs (75, 160), indica o potencial de ambas as proteinas como antigeno vacinal.
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PBS 1x com 0,05% de Tween 20
PBS 10x

H20 destilada

Tween 20

Blotto
Leite em p6

PBS 1x com tween 20

Tampao de amostra 5x
Tris-HCI (pH 8,0)

Azul de bromofenol
Glicerol
-mercaptoetanol

SDS

Ureia
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Solucodes

85¢g
155¢g
23¢g
1L

100 mL
900 mL
0,5 mL

100 mL

62,5 mM
0,001%
10%

5%

2%

8 M



Tampao Tris-Glicina 1x
Tris

Glicina

SDS

pH 8,3

Tampao de Transferéncia 1x
Bicarbonato de sédio

Metanol

pH 9,9

Tampao de revelacao para fosfatase alcalina
Tris

NaCl

MgCl,

H>O destilada

pH 9,5

NBT
NBT
Dimetilformamida

H>0 destilada

BCIP
BCIP

Dimetilformamida

Tampao de revelacio com NBT e BCIP
Tampao de revelagao para fosfatase alcalina
NBT

BCIP

133

0,25 M
1,92 M
1%

13 mM
20%

3g
15¢g
025¢
250 mL

50 mg
700 uL.
300 uL

50 mg
I mL

10 mL
66 uL
34 uL
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Azul de Coomassie

Metanol 45%
Acido acético 10%
Corante Azul Brilhante R 3¢g

H>O destilada 45%

Filtrar com papel filtro

* Solucoes para gel de poliacrilamida

Solucio de Poliacrilamida

Acrilamida 29¢g
Bisacrilamida lg
H>0 destilada 100 mL

Filtrar com papel filtro

Gel de corrida 15%

Soluc¢do de poliacrilamida 5 mL
Tris 1M (pH 8,8) 2 mL
SDS 10% 100 uLL
APS 10% 100 uLL
Temed 10 uLL
Ureia 36¢g
H>O destilada q.s.p. 10 mL

Gel de empilhamento 5%

Soluc¢do de poliacrilamida 0,84 mL
Tris 1M 0,5 mL
SDS 10% 50 uLL
APS 10% 50 uLL
Temed SuL
Ureia ldg

H>O destilada q.s.p. 5 mL



* Solucoes para purificacao de proteinas

Tampao de ligaciao

Fosfato de sodio

NaCl

Imidazol

Ureia (adicionada para proteinas de baixa solubilidade)

pH 7.4

Tampao de lavagem

Fosfato de sodio

NaCl

Imidazol

Ureia (adicionada para proteinas de baixa solubilidade)

pH 7.4

Tampao de eluicao

Fosfato de sddio

NaCl

Imidazol

Ureia (adicionada para proteinas de baixa solubilidade)

pH 7.4

Tampao para solubilizacao de corpos de inclusao
Ureia

Tris-HCl

Ditiotreitol (DTT)

pH 8,0

20 mM
0,5M
20 mM
&M

20 mM
0,5M
50 mM
&M

20 mM
0.5M
0.5M
&M

8 M
10 mM
1 mM
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¢ Meios de cultivo

Luria-Bertani (LB) caldo

Triptona 1%
Extrato de levedura 0,5%
NaCl 0,5%

Luria-Bertani (LB) agar

Triptona 1%
Extrato de levedura 0,5%
NaCl 0,5%
Agar 1,5%
YPD

Extrato de levedura 1%
Peptona 2%
Dextrose 2%
YPDS agar

Extrato de levedura 1%
Peptona 2%
Dextrose 2%
Sorbitol IM
Agar 2%
BMGY

Extrato de levedura 10g
Triptona 20g
Fosfato de potassio 100 mL
YNB 100 mL
500X Biotina 2 mL
Glicerol 1:10 100 mL

H>O destilada 1L

136



BMMY

Extrato de levedura
Triptona

Fosfato de potassio 1 M
YNB

500X Biotina

Metanol 1:20

H>O destilada

YNB
YNB
H>O destilada

Fosfato de Potassio 1 M
KoPOs 1 M
KH,PO4 1 M

Metanol 1:20
H>0O destilada autoclavada

Metanol

Glicerol 1:10
H>O destilada autoclavada

Glicerol

500x Biotina
Biotina

H>O destilada

Esterilizar por filtragdo com membrana de 0,22 um

10g
20g
100 mL
100 mL
2 mL
100 mL
1L

134 ¢g
1L

132 mL
868 mL

95 mL
5mL

900 mL
100 mL

20 mg
100 mL
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¢ Antibioticos

Ampicilina
Dissolver em agua Milli-Q

Esterilizar por filtragdo com membrana de 0,22 um

Canamicina
Dissolver em agua Milli-Q

Esterilizar por filtragdo com membrana de 0,22 um

Zeocina
Dissolver em agua Milli-Q

Esterilizar usando filtro de 0,22 um

50 mg/mL

50 mg/mL

25 mg/mL
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Anexo A

Carta de Aprovacio da Comissdo de Etica no Uso de Animais

CEUA-UFRGS



Ve

UF R G S  PRO-REITORIA DE PESQUISA PROPE,

UNIVERSIDADE FEDERAL Comissio De Etica No Uso De Animais
DO RIO GRANDE DO SUL

CARTA DE APROVACAO

Comissao De Etica No Uso De Animais analisou o projeto:

Numero: 25551
Titwle: UFRGS, UENF e INTA: pesquisa e formagéo de recursos humanos na area de genémica de
artropodes

Pesquisadores:

Equipe UFRGS:

ITABAJARA DA SILVA VAZ JUNIOR - coordenador desde 01/12/2013
CARLOS TERMIGNONI - pesquisador desde 01/12/2013

MARIANA LONER COUTINHO - pesquisador desde 01/12/2013

LUIS FERNANDO PARIZI - Aluno de Doutorado desde 01/12/2013
Magnus Larruscaim Dalmolin - Aluno de Mestrado desde 01/12/2013
Aline Domingues Schuler - Aluno de Mestrado desde 01/12/2013
DAIANE PATRICIA OLDIGES - Aluno de Doutorado desde 01/12/2013
Lucas Tirloni - Aluno de Doutorado desde 01/12/2013

Gabriela Alves Sabadin - Aluno de Mestrado desde 01/12/2013

Comisséo De Etica No Uso De Animais aprovou o mesmo em seus aspectos éticos e
metolodolégicos, para a utilizagao de 5 bovinos Linhagem/Cepa Hereford, de acordo com as
Diretrizes e Normas Nacionais e Internacionais, especialmente a Lei 11.794 de 08 de
novembro de 2008 que disciplina a criagdo e utilizagdo de animais em atividades de ensino e

pesquisa.

Porto Alegre, Quinta-Feira, 26 de Dezembro de 2013

STELA MARIS KUZE RATES
Coordenador da comissao de ética



UFRGS PRO-REITORIA DE PESQUISA

UNIVERSIDADE FEDERAL Comissio De Etica No Uso De Animais
DO RIO GRANDE DO SUL

CARTA DE APROVAGAO

s

Comissdo De Etica No Uso De Animais analisou o projeto:

Namero: 21260

Eputie Programas de Pds-graduacgéo da UFRGS, UENF, FIOCRUZ e UFRJ: Estimulo a formagao de
recursos humanos em parasitas e vetores

Pesquisadores:

Equipe UFRGS:

ITABAJARA DA SILVA VAZ JUNIOR - coordenador desde 01/07/2011
CARLOS TERMIGNONI - pesquisador desde 01/07/2011

ADRIANA SEIXAS - Pés-Doutorado desde 01/07/2011

LUIS FERNANDO PARIZ| - Aluno de Doutorado desde 01/07/2011
PAULA CRISTIANE POHL - Aluno de Doutorado desde 01/07/2011

Equipe Externa:

Pedro L Oliveira - pesquisador desde 01/07/2011
Gabriela Paiva-Silva - pesquisador desde 01/07/2011
Marcos F Sorgine - pesquisador desde 01/07/2011
Marcus F Oliveira - pesquisador desde 01/07/2011
Katia C Gondim - pesquisador desde 01/07/2011
Georgia C Atella - pesquisador desde 01/07/2011
Mario AC Silva-Neto - pesquisador desde 01/07/2011
Hatisaburo Masuda - pesquisador desde 01/07/2011
Carlos Logullo - pesquisador desde 01/07/2011
Fernando Ariel Genta - pesquisador desde 01/07/2011

Comissao De Etica No Uso De Animais aprovou o mesmo em seus aspectos éticos e
metolodoldgicos, para a utilizagao de 26 bovinos linhagem Hereford (machos e fémeas, seis
meses), de acordo com as Diretrizes e Normas Nacionais e Internacionais, especialmente a
Lei 11.794 de 08 de novembro de 2008 que disciplina a criagcado e utilizagdo de animais em
atividades de ensino e pesquisa.

Porto Alegre, Quarta-Feira, 25 de Julho de 2012
‘&' /""‘—: M(

FLAVIO ANTONIO PACHECO DE ARAUJO
Coordenador da comissao de ética




UFRGS PRO-REITORIA DE PESQUISA

UNIVERSIDADE FEDERAL Comissao De Etica Na Utilizagao De Animais
DO RIO GRANDE DO SUL

CARTA DE APROVACAO

Comissio De Etica Na Utilizagdo De Animais analisou o projeto:

Nimero: 19587

Titulo: . z N . "
Desenvolvimento de uma vacina contra o carrapato: Caracterizagéo da imunogenicidade da

paramiosina de Rhipicephalus (Boophilus) microplus

Pesquisadores:

Equipe UFRGS:

ITABAJARA DA SILVA VAZ JUNIOR - coordenador desde 01/09/2010
CARLOS TERMIGNONI - pesquisador desde 01/09/2010

AO! MASUDA - pesquisador desde 01/09/2010

ADRIANA SEIXAS - pesquisador desde 01/09/2010

Comissido De Etica Na Utilizagdo De Animais aprovou o mesmo em seus aspectos éticos e
metolodolégicos de acordo com as Diretrizes e Normas Nacionais e Internacionais,
especialmente a Lei 11.794 de 08 de novembro de 2008 que disciplina a criagdo e utilizagao
de animais em atividades de ensino e pesquisa.

Porto Alegre, Sexta-Feira, 29 de Outubro de 2010 /
fos? S,

FLAVIO ANTONIO PACHECO DE UuJo
Coordenador da comisséo de ética
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Pontificia Universidade Catdlica do Rie Grande do Sul
Pré-Reitoria Académica
Av. Ipiranga, 6681 - Prédio 1 - 32 andar
Porto Alegre - RS - Brasil
Fone: (51) 3320-3500 - Fax: (51) 3339-1564
E-mail: proacad @pucrs.br
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