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RESUMO

GARCIA, G.R. Identificacio de antigenos do carrapato Rhipicephalus (Boophilus)
microplus por soros de bovinos geneticamente resistentes e suscetiveis ao parasita.
2009. 105f. Dissertacao (Mestrado) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,

Universidade de Sao Paulo, Ribeirao Preto, 2009.

Carrapatos da espécie Rhipicephalus (Boophilus) microplus causam enormes prejuizos a
saude e a producdo animal. Sendo um ectoparasita hematofago, o carrapato espolia seu
hospedeiro e transmite doengas. Seu parasitismo é mediado por sua saliva, que inibe as
reagcdes homeostaticas do hospedeiro a injuria local causada por sua picada. Seus
hospedeiros montam respostas imunes contra esse parasita, incluindo a resposta imune
mediada por anticorpos, indicando que o controle imunobiolégico é possivel. Contudo,
o complexo farmacologico da saliva do parasita é composto por proteinas solaveis que
sdo sabidamente pouco ou nada imunogénicos se nao forem introduzidos no hospedeiro
com adjuvante ou na foram agregada. Assim, dificilmente induziriam imunidade nos
hospedeiros. Bovinos apresentam fendtipos contrastantes e herddveis quanto a
intensidade de infestagbes com carrapatos. Carrapatos alimentados em bovinos
resistentes ndo completam a refeicdo de sangue, apresentando menor eficiéncia
reprodutiva. E possivel que esse desfecho seja devido a capacidade do hospedeiro
resistente, mas nao do suscetivel, de produzir anticorpos que neutralizam componentes
salivares do carrapato cruciais para realize a hematofagia. E necessario, portanto,
examinar essa possibilidade. Os resultados obtidos também podem ajudar a identificar
antigenos uteis para formular uma vacina anti-carrapato. Para estabelecer quais

componentes salivares sdao reconhecidos pelos dois fenodtipos de hospedeiros



empregamos uma soroteca composta por soros obtidos de bovinos resistentes e
suscetiveis ao carrapato em diferentes estdgios do ciclo do parasito (larva, ninfa e
adulto) e ap6s uma, duas ou trés ciclos de infestagdes. Os soros foram empregados
individualmente e em forma de pools para imunodetec¢ao por western blot de proteinas
presentes em extrato de larvas ndo-alimentadas, saliva e glandulas salivares de fémeas
de R. microplus e separadas em uma e duas dimensdes. Os resultados obtidos nos western
blots 1D de saliva e de extrato de larvas ndo alimentadas mostraram que houve um
reconhecimento diferencial dos antigenos parasitarios pelos soros dos animais
resistentes e suscetiveis. Os soros dos animais resistentes quando ainda eram livres de
infestacdes (i.e., naive) ou quando infestados com a forma larval reconheceram com
maior freqiéncia e/ou exclusivamente certas bandas de proteinas. Resultados
semelhantes foram vistos nos western blots de géis 2D de saliva e glandulas salivares de
fémeas, onde os soros dos animais resistentes ainda ndo infestados (i.e., naive)
reconheceram varios spots presentes nessas amostras e soros de animais resistentes
infestados reconhecerem spots de forma exclusiva. Também foi observado que, apesar
dos hospedeiros suscetiveis estarem expostos a grande quantidade de saliva, os soros
desses animais ndo reconhecem um numero maior de spots que os hospedeiros
infestados resistentes. Por outro lado, a maioria das proteinas salivares ndo ¢
reconhecida pelos hospedeiros infestados, sejam resistentes ou suscetiveis. Esses
resultados indicam que os hospedeiros bovinos resistentes reconhecem de forma mais
precoce que 0s bovinos suscetiveis certos componentes parasitarios. Essa capacidade

pode estar relacionada ao fenétipo de resisténcia ao carrapato.

Palavras-chave: carrapatos, Rhipicephalus (Boophilus) microplus, proteoma, Western Blot

1D e 2D.



ABSTRACT

GARCIA, G.R. Identification of antigens from the cattle tick, Rhipicephalus
(Boophilus) microplus, by sera from genetically resistant and susceptible bovines.
2009. 105f. Dissertation (Master’'s Degree in Basic and Applied Immunology) —
Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirao Preto,

2009.

The cattle tick, Rhipicephalus (Boophilus) microplus, causes enormous losses to animal
health and production. Since it is a hematophagous parasite the tick expoliates its hosts
and transmits diseases. Parasitism by the tick is mediated by its saliva, which inhibits the
host’s local homeostatic reactions to its bite. Hosts mount immune responses against this
parasite, including antibody-mediated responses, indicating that the immunobiological
control of ticks is possible. However, the pharmacological complex of saliva is composed
of soluble proteins, which are known to be incapable of eliciting antibody responses if
they are not introduced into the host with adjuvant or in aggregated form. Thus, salivary
proteins may not be able to induce immunity in hosts. Bovines present contrasting,
heritable phenotypes for tick infestations. Ticks fed on resistant hosts are unable to
complete a blood meal and present a decrease in reproductive immunity. It is possible
that this outcome is caused by an ability of the resistant host to produce antibodies that
neutralize salivary components that are crucial to blood feeding. It is necessary,
therefore, to examine this possibility. The results will also assist in the identification of
protective antigens to formulate an anti-tick vaccine. In order to establish which salivary
components are recognized by the two types of host phenotypes, a collection of sera

derived from resistant and susceptible bovines infested one, two and three times with



different developmental stages of the parasite (larvae, nymphs and adults) was employed
to detect which proteins were recognized in western blots of saliva and extracts of
salivary glands and unfed larvae. Western blots of tick proteins (saliva and extracts of
unfed larvae) separated in one dimension showed that antigens were differentially
recognized by resistant and susceptible bovines. Sera from resistant bovines still naive or
infested with larvae recognized certain protein bands exclusively or more frequently than
similar sera from susceptible bovines. Similar results were seen in western blots of
proteins from saliva and extracts of salivary glands separated in two dimensions, where
sera from naive, resistant bovines recognized several spots and sera from infested,
resistant bovines recognized several spots exclusively. In spite of the fac that susceptible
hosts are exposed to greater amounts of tick saliva, sera from these animals did not
recognize a greater amount of spots than those from resistant bovines. On the other hand,
the great majority of spots is not recognized by any of the different sera, be they from
resistant or susceptible hosts. These results indicate that resistant bovines are able to
recognize parasitic proteins earlier than susceptible bovines. This ability may, in turn,
affect expression of salivary components that are crucial for the tick and may explain the

phenotypes of tick infestations in bovines.

Key words: Ticks, Rhipicephalus (Boophilus) microplus, proteome, Western blot 1D e 2D.
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1. INTRODUCAO

1.1. O carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus

1.1.1. Taxonomia, evolugao e prejuizos causados por suas infestacoes

Rhipicephalus (Boophilus) microplus, conhecido como carrapato dos
bovinos, ¢ um parasito que necessita obrigatoriamente passar um periodo de sua vida
sobre esse hospedeiro ingerindo linfa, substratos teciduais e sangue. Pertence ao filo
Arthropoda, classe Arachnida, ordem Acari, subordem Metastigmata e superfamilia
Ixodidea. Oliver (1989) sugere que os carrapatos possam ter surgido no periodo
Devoniano (350-400 milhdes de anos atras). Supde-se que quando o0s répteis se
ramificaram em numerosas formas de vida, preenchendo nichos aquaticos e terrestres, os
carrapatos mais primitivos que os parasitavam evoluiram em duas principais familias,
Argasidae e Ixodidae. A espécie R. microplus originou-se provavelmente na Asia, quando
mamiferos e pdassaros substituiram os répteis como vertebrados dominantes, ja no
periodo terciario (HOOGSTRAAL; WASSEF, 1985). Adaptou-se perfeitamente ao
clima dos paises tropicais, onde o calor e a umidade propiciaram condi¢des favoraveis a
sobrevivéncia e manuteng¢do da espécie (POWEL; REID, 1982).

O carrapato dos bovinos é um parasito de grande importancia e produz
perdas diretas e indiretas pela transmissao de doengas, pelas agdes espoliativas e pelo
custo de seu combate. Ainda hoje apresenta alta incidéncia e prevaléncia no Brasil e
mesmo em paises desenvolvidos de clima tropical, como a Australia, pela complexidade
dos fatores envolvidos no seu combate e pelo desconhecimento dos produtores sobre
informagdes especificas necessarias a adogdo de praticas efetivas de controle em suas

propriedades (ROCHA, 1996). No Brasil, os prejuizos causados pelo R. microplus sao
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estimados em mais de US$ 2 bilhGes por ano entre perdas diretas e indiretas (Ministério da
Agricultura, da Pecuaria e do Abastecimento - MAPA, 2000) e ultrapassam US$ 13 bilhdes/ano

no cenario mundial (FAQO, 2002).

1.1.2. Ciclo de vida do Rhipicephalus (Boophilus) microplus

O ciclo de vida do carrapato R. microplus divide-se em uma fase de vida
livre e uma fase de vida parasitaria (Figura 1). A fase de vida livre inicia-se com o
periodo de pré-postura, apds a queda da teledgina ingurgitada e tem, em média, duragao
de dois a trés dias. Passa posteriormente a fase de ovipostura. Essa fase dura em torno de
17 dias e ¢ seguida da fase de eclosdo, para a qual sao necessarios de cinco a dez dias,
podendo, no entanto, durar até mais de 100. Apos a eclosao das neolarvas, é necessario
um periodo de quatro a 20 dias para que se tornem larvas infestantes. Portanto, o tempo
de vida livre do carrapato dos bovinos gira em torno de 28 a 51 dias, podendo se estender
a mais de 300 dias, quando as condigdes ambientais nao sao favoraveis. Além disso, as
larvas podem ficar mais de seis meses sem se alimentar. A fase de vida livre sofre
interferéncias climaticas, trazendo alteracdes na duracao destas que sdo especialmente
afetadas pela umidade e temperatura. Em condigdes 6timas de temperatura e umidade, a

queda/ postura/ eclosao tem em média duragdo de um meés (GONZALES, 1974).
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Fase parasitaria:

1- larva infectante realizando a fixa¢do
no bovino;

2- ninfa;

3- teledgina em estagio final de

ingurgitamento.

Fase de vida livre:

4- teledgina logo apds desprendimento,
em periodo de postura no solo;

5- ovos, no solo, em periodo de
incubagao;

6- larva, no solo, em periodo de

Anduooti & Malasasi. Piza 2001 | VIS0

Figura 1. Esquema simplificado do ciclo de vida do carrapato Rhipicephalus (Boophilus)
microplus. Fase parasitaria e fase de vida livre. Adaptado de ANDREOTTI e MALAVARI, 2001.

A fase de vida parasitaria é praticamente constante em todas as regides
(GONZALES, 1975), e inicia-se quando a larva infestante instala-se no hospedeiro e
dura em torno de 21 dias. A larva infestante passa, entdo, a ser larva parasitaria e
transforma-se em metalarva, sendo necessarios para essa mudanga cinco dias em média.
Sdo necessarias varias transformagdes para que o ectoparasita chegue ao estadio adulto.
As larvas de R. microplus alimentam-se preferencialmente de plasma até que ocorra a
primeira muda que d4 origem a ninfa, este periodo dura cerca de sete dias. Dando
continuidade a hematofagia, apds cerca de sete dias as ninfas sofrerdo muda originando
ectoparasitas adultos, machos ou fémeas. De maneira geral, nos momentos que
precedem o rapido ingurgitamento das ninfas e das fémeas é que o sangue torna-se o
principal constituinte alimentar (BENNETT, 1974 a; 1974 b). Os adultos vao se acasalar
e as fémeas fecundadas continuam o processo de hematofagia, que dura cerca de sete
dias; este processo inicialmente ¢ lento tornando-se rapido ao final deste periodo. O

acasalamento acontece a partir do 17° dia da infestagdo (LONDT; ARTHUR, 1975) com
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rapido ingurgitamento apos a copula, podendo as fémeas aumentar em até 200 vezes seu
peso (KEMP; STONE; BINNINGTON, 1982).

Furlong (1993) afirma que a cada postura uma fémea produz de 2000 a
3000 ovos. Na fase parasitaria sao necessarios, em média, de 18 a 26 dias para a fixagao,
alimentagdo, troca de cuticula, fase adulta e acasalamento, assim como para a
alimentagdo, ingurgitamento e queda das fémeas. Os machos permanecem mais tempo
sobre o bovino e se acasalam com outras fémeas.

Em relagcao ao perfil antigénico do carrapato, em especial a composi¢ao de
sua saliva, diversos trabalhos mostram que mudangas ocorrem ao longo do ciclo
parasitario, dai ser importante estudar todas as fases do ciclo parasitario. Narasimham et
al. (2007) demonstraram que o transcriptoma e proteoma ¢ dindmico e muda durante o
processo de ingurgitamento. Utilizaram soros de cobaias contra antigenos salivares de
Ixodes scapularis, onde ocorreu reconhecimentos de proteinas expressas somente nas
primeiras 24h ainda na fase de larva e que posteriormente em uma fase mais tardia de
“ninfa” essas proteinas nao sao reconhecidas. Em outro trabalho mostraram a
composicdo e a antigenicidade da saliva do carrapato Amblyomma hebraeum com
diferentes pesos, consequentemente em diferente fase do ingurgitamento. Soros de
coelhos imunizados reconheceram proteinas diferentes em carrapatos com pesos
diferentes, mostrando que a composi¢do da saliva modifica durante o processo de
ingurgitamento (DHARAMPAUL; KAUFMAN; BELOSEVIC, et al., 1993).

Outros estudos mostram que alguns, mas ndo todos 0s componentes
parasitarios sdo compartilhados entre carrapatos de diferentes espécies, como mostra o
trabalho de Pamar et al. (1996) onde mostraram que os carrapatos Hyalomma anatolicum e
R. microplus possuem proteinas comuns presentes no extrato de glandulas salivares e que

outras proteinas sdo espécie especificas. Ghosh et al. (2005) também realizaram um
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estudo com glicoproteinas de 29 e 34 kDa que foram isoladas de larvas dos carrapatos
Hyalomma anatolicum e do R. microplus, sendo que essas proteinas foram utilizadas para
imunizag¢des na presenca de adjuvantes para conferir protecdo, mostrando assim que

componentes parasitarios sao compartilhados entre carrapatos de diferentes espécies.

1.2. Os Hospedeiros dos Carrapatos

1.2.1. Hospedeiros: diferenca entre espécies e influéncia da ragca bovina na

resisténcia ao Rhipicephalus (Boophilus) microplus

O hospedeiro preferencial do R. microplus € o bovino, sendo que as
infestagcdes mais intensas ocorrem em Bos taurus taurus (taurinos) e as menos intensas em
Bos taurus indicus (zebuinos). Ovelha, cavalo, veado, cao, cabra, homem e outros também

podem ser hospedeiros, mas apenas em épocas de grande infestacdo nas pastagens

(GONZALEZ, 1974).

Alguns fatores como sexo e idade, dentre outros, afetam a resisténcia dos
bovinos aos carrapatos, porém a raca ¢ um dos fatores de maior importancia sendo
amplamente discutido na literatura (da ROCHA, on-line). Varios autores demonstraram
haver maior resisténcia dos zebuinos ao carrapato R. microplus quando comparados aos
taurinos (GONZALES, 1975; UTECH et al.,, 1978; MADALENA et al, 1985;
OLIVEIRA e ALENCAR, 1989 e 1990; VILLARES, 1941; MATTIOLI, 1998;
MATTIOLI e CASSAMA, 1995; MATTIOLI et al., 2000; WAMBURA et al., 1998;

MELTZER, 1996). Segundo Gonzales (1975), os primeiros a relatarem tal fato foram
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Wharton et al. (1970). Esta diferenga foi demonstrada inclusive nos bovinos cruzados,
sendo que, quanto maior a contribuicdo genética zebuina, maior a resisténcia ao

carrapato (UTECH et al., 1978; OLIVEIRA e ALENCAR, 1989 e 1990; LEE, 1979).

Outros carrapatos da familia Ixodidae, por exemplo, o R. sanguineus que é
heteroxeno e infesta hospedeiros de diferentes espécies, sao utilizados para estudo da
interagdao entre carrapato e hospedeiro. Camundongos sao utilizados como modelo de
hospedeiro suscetivel para R. sanguineus, pois sao semelhantes ao cao que nao desenvolve
resisténcia ao carrapato mesmo em repetidas infestacdes; a vantagem de se empregar os
camundongos é o fato de existirem muitos reagentes imunoldgicos disponiveis contra
componentes do sistema imune dessa espécies (FERREIRA e SILVA, 1998; FERREIRA
et al., 2003). Em contraste aos camundongos e aos caes, as cobaias desenvolvem uma
resposta imunolégica mais eficaz com as repetidas infestacdes com R. sanguineus,
conferindo a resisténcia (SHAPIRO; VOIGT; FUJISAKI, 1986; GARIN e
GRABAREYV, 1972; SZABO et al., 1995). Apesar do modelo do camundongo e da
cobaia ser bastante util, no contexto de elucidar os mecanismos de resisténcia aos

carrapatos, os bovinos constituem o unico modelo no qual é possivel examinar, numa

mesma espécie, os desfechos distintos de resisténcia e susceptibilidade das infestacdes
com R. microplus. Apesar disso, a maioria dos estudos sobre aquisi¢ao de resisténcia ao
carrapato em bovinos avalia o fendbmeno em ragas taurinas que, embora desenvolvam
imunidade, ndo controlam as infestacOes com a mesma eficiéncia das racas zebuinas.
Poucos estudos examinam, de forma ao mesmo tempo comparativa e abrangente, os
perfis dos diferentes mecanismos efetores imunes anti-carrapatos nas diferentes racas de
bovinos.

Ha diferentes explicagbes para a diferenca de resisténcia entre taurinos e

zebuinos ao carrapato. Segundo Gonzales (1975) muitos pesquisadores tentaram explicar
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tal caracteristica pelo fato dos zebuinos possuirem mais glandulas sebaceas na pele,
produzindo odores que afastariam o carrapato, assim como maior mobilidade geral do
animal e elasticidade de sua pele, o que possivelmente faz com que se defenda melhor da
infestagdo. Verissimo (1991) explicou que o sistema de alimentagdo da larva de R.
microplus depende de uma reagdo inflamatoria que se inicia no momento da fixagdo da
mesma. No entanto, os zebuinos apresentam uma reagao inflamatoria mais intensa que o
gado europeu levando-os a procederem a uma autolimpeza com lambeduras mais
eficientes, o que contribuiria para um melhor equilibrio entre carrapato e hospedeiro,
sendo a infestacdo minima nesses animais. Segundo a autora, nao € interessante para o
parasita matar o seu hospedeiro uma vez que isso afetaria sua propria sobrevivéncia: o R.
microplus estd bem adaptado ao seu hospedeiro natural, o Bos indicus, mas o Bos taurus foi
introduzido em drea enzootica de R. microplus e desenvolveu um problema agudo por
causa da sua incapacidade para controlar o numero de parasitas. Essa autora informa que
animais suscetiveis podem morrer caso nao sejam banhados por acaricidas. Moraes et al.
(1986) também responsabilizam essa diferenca de resisténcia a maior eficiéncia no ato de

autolimpeza.

A resisténcia nao ¢é refletida apenas pelo numero de carrapatos que se
alimentam sobre um hospedeiro. As fémeas ingurgitadas produzidas por bovinos da raga
Santa Gertrudis apresentavam dimensdes (comprimento, largura e altura) e peso menores
que aquelas produzidas em animais da raca Aberdeen Angus (MARADAY e
GONZALES, 1984). Comparando-se a resisténcia das ragas Canchim e Nelore, através
de infestagdo artificial e infestagdo natural, Oliveira et al. (1989, 1990) demonstraram que
a resisténcia ¢ raga dependente em qualquer época do ano e que ocorre uma diminui¢do
significativa no numero de carrapato encontrado em ambas as ragas quando a época do

ano ¢ desfavoravel. Guaragna et al. (1992) também observaram os efeitos da estacao do



27

ano e raga, estudando infestagdes artificiais em touros holandeses e mantiqueiros, de 1 e
2 anos, sendo os primeiros menos resistentes, apesar das duas ragas serem taurinas,
consideradas suscetiveis. Neste estudo, nao houve diferenga significativa no nivel de

infestacao entre animais de idades diferentes.

Ainda existem duvidas sobre quais seriam 0s mecanismos responsaveis por
esses desfechos distintos em bovinos, mas a composi¢ao da saliva dos carrapatos indica
que a resposta imune ¢é um deles porque contém inumeros componentes

imunomoduladores.

1.3. Bases fisiologicas e moleculares da interface hospedeiro-ectoparasita

1.3.1. Papel da saliva do carrapato na modulacdao da reagao homeostatica dos

hospedeiros as infestacdes

Os componentes da saliva e glandulas salivares s3do intensamente
estudados com o objetivo de elucidar a interacdo entre parasita e hospedeiro. E consenso
que a permanéncia do carrapato em seu hospedeiro reside na sua capacidade de escapar
das reagOes inflamatorias e hemostaticas do hospedeiro. Como todos os sistemas
fisiologicos importantes, os sistemas imune, inflamatorio e de coagulagdo dos
vertebrados sao extremamente redundantes. Para conseguir se manter no hospedeiro,
alimentando-se de seu sangue, os carrapatos e outros artrOpodes hematofagos
desenvolveram sistemas também redundantes que envolvem um grande numero de
substancias farmacologicamente ativas e relevantes (RIBEIRO, 1995; FRANCISCHETTI

et al., 2009).
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Estudos sobre a saliva de diferentes espécies de artrépodes hematofagos
mostram a diversidade de substancias inoculadas no hospedeiro. Entre as moléculas
descritas estdo anticoagulantes como os inibidores de trombina (HORN et al., 2000);
imunossupressores como as prostaglandinas (RIBEIRO et al., 1985; INOKUMA et al.,
1994; BOWMAN et al., 1995) e proteinas ligantes de imunoglobulinas (WANG et al.,
1994), encontradas também na hemolinfa; anti-inflamatorios como os ligantes de
histamina (PAESEN et al., 2000); inibidores da via cldssica do sistema complemento
como a calreticulina que se liga a Clq (SANDERS et al., 1999); inibidores da C3
convertase do complemento (VALENZUELA et al., 2000); inibidores de agregacao
plaquetdria como as apirases (RIBEIRO, 1995; WIKEL, 1996); e inibidoras de

bradicinina (RIBEIRO e MATHER, 1998).

1.3.2. Resposta imune mediada por anticorpos contra saliva de vetores,

inclusive de carrapatos

A resposta imune dos hospedeiros aos ectoparasitas envolve vias efetoras
como anticorpos, complemento, citocinas, células apresentadoras de antigenos e
linfocitos T, sendo que esses componentes efetores agem limitando a hematofagia
(ACKERMAN et al., 1981; BROWN et al., 1982 e BROWN, 1982 e 1985). No caso do
carrapato, o numero de carrapatos alimentando-se de forma eficaz em um hospedeiro
resistente ¢ reduzido e as fémeas tém o peso e a capacidade reprodutiva diminuidos
(ACKERMAN et al., 1981; BROWN e ASKENASE, 1983; BROWN; SHAPIRO;

ASKENASE, 1984).



29

As vias efetoras correlacionadas ndo somente com a resposta imune anti-
carrapato, mas com resisténcia a este sao descritas como reacdes de hipersensibilidade
imediata, envolvendo imunoglobulina E, mastocitos e histamina, e de hipersensibilidade
tardia, envolvendo basofilos e histamina (BROWN, 1985). A relevancia dos basoéfilos na
resisténcia foi comprovada pelo comprometimento desta quando ha ablagdo
experimental dessas células (BROWN, ASKENASE, 1983). Nos animais geneticamente
resistentes os componentes da imunidade celular parecem atuar como mecanismo de

controle e/ou rejei¢ao ao carrapato (BECHARA et al., 2000).

Muitos estudos sdo focados sobre a resposta imune humoral frente a
antigenos soluveis ou excretados por patdgenos e pegonhas (Tabela 1), correlacionando
essa resposta com efeito protetor. Anticorpos sdo utilizados como estratégia terapéutica
para neutralizar toxinas e venenos, como O que ocorre em casos de acidentes com
picadas de cobras e aranhas e com ferrdes de peixes venenosos, neutralizando essas
toxinas evitando desenvolvimento das manifestacoes clinicas como edema, necrose,
faléncia renal e outras manifestagdes. Stephano et al., (2005) mostraram que anticorpos
anti- Lachesis muta neutralizam toxinas do veneno dessa cobra desde que um componente
Imunossupressor seja previamente removido antes de proceder a producao do soro anti-
ofidico. Pescadores ferroados repetidamente pelo peixe Thalassophryne nattereri
desenvolvem anticorpos anti-peconha e acabam ficando resistentes as manifestacoes
clinicas desse tipo de envenenamento (PIRAN-SOARES et al., 2007). Tal situagdo pode
ser alcangada por uma vacina que alveje componentes salivares do R. microplus e,

portanto, uma estudo do proteoma da glandula salivar é necessario.

Antigenos salivares do flebotomineo transmissor da leishmaniose também
induzem resposta imune mediada por anticorpos. Tal como a saliva dos carrapatos, a

saliva desse vetor também possui substancias que sao capazes de interferir na hemostasia,
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na inflamacao e na resposta imune do hospedeiro (RIBEIRO, 1985; CHARLAB et al.,
1999). Quando Leishmania major € co-inoculada com homogenato de glandula salivar do
mosquito Lutzomia langipalpis induz uma doeng¢a mais severa quando comparada com
aquela induzida pelo parasita inoculado sem saliva (TITUS; RIBEIRO, 1988).
Camundongos expostos ao vetor ndo infectado com Leishmania desenvolvem uma
reposta de anticorpos anti-saliva e uma resposta de hipersensibilidade do tipo tardia, e
quando infectados com L. major esses mesmos camundongos tém uma reducdo da
gravidade da lesdo sugerindo que as respostas anti-saliva promovem um efeito protetor
contra o parasita que o vetor transmite (BELKAID et al., 1998; VALENZUELA et al.,
2001). Os componentes salivares responsaveis por este fendmeno ja foram identificados
(GOMES et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2008), mas fun¢do bioldgica ainda ndo foi
descrita. Esses dados indicam que a resposta contra componentes salivares do carrapato
também podera proteger hospedeiros vacinados contra os parasitas transmitidos pelo

carrapato.

Trabalhos envolvendo carrapatos mostram que a resisténcia pode ser
adquirida através de uma resposta imune mediada por anticorpos e por uma resposta de
hipersensibilidade cutanea (TRAGER, 1939; SHAPIRO; VOIGT; FUJISAKI, 1986;
ALLEN et al., 1973), contra alguns antigenos secretados por carrapatos (WIKEL, 1982).
Shapiro et al. (1986) infestaram cobaias repetidas vezes e os animais desenvolveram
resisténcia ao carrapato. Esses pesquisadores utilizaram soros desses animais para
caracterizar antigenos presentes no carrapato R. appendiculatus. Diversos antigenos estao
presentes em todos os tecidos do carrapato incluindo saliva, sugerindo que a resisténcia

ao carrapato é muito complexa e envolve reconhecimento de varios antigenos (Tabela 1).

Outros trabalhos envolvendo carrapato, demonstraram que anticorpos de

bovinos imunes, especificos para tecidos de carrapatos, estdo presentes na hemolinfa de
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fémeas de R. microplus ingurgitadas, com atividade preservada por até 48 horas apos o
ciclo de vida parasitaria ser concluido (GUDDERRA et al., 2002; VAZ Jr. et al., 1996).
A analise da hemolinfa de Dermacentor variabilis, que é um carrapato de caes, comprovou
a presenca de imunoglobulina G (IgG) com especificidade para as proteinas alvo em
orgaos como glandula salivar e ovario (ACKERMAN et al., 1981). Em R. appendiculatus,
um carrapato ixodideo como o R. microplus, as I1gGs presentes na hemolinfa, no extrato
de glandula salivar e na saliva mantém 35-42% da atividade bioldgica até o sexto dia de
alimentagdo do parasita (WANG e NUTTALL, 1994). Essas observagdes comprovam o
desenvolvimento de resposta imune pelo hospedeiro capaz de reconhecer estruturas
internas do parasita. A presenca de anticorpos contra esses componentes parasitarios no
soro dos hospedeiros possibilitaria resposta imune contra o parasita ao longo da fase de

vida parasitaria (VAZ Jr. et al., 1996).

Embora ndo exista degradacdo das imunoglobulinas (Igs) encontradas na
hemolinfa de artropodes hematofagos (VAZ Jr. et al., 1996), sugere-se que as proteinas que
a elas se ligam estejam envolvidas na excrecao, pela saliva, das Igs ingeridas com o sangue
do hospedeiro (WANG; NUTTALL, 1994). Esses fendmenos podem ser mediados pelas
Proteinas ligantes de Imunoglobulinas (PLIGs) da saliva do carrapato (WANG;
NUTTALL, 1995). Transcritos de PLIGs putativas estdo presentes no transcriptoma de
glandulas salivares de carrapatos machos de R. microplus em processo de alimentagdo, sendo
um dos grupos de genes mais abundantemente expressos (3% do total de clones, dados ndo
publicados do grupo). Muitos outros patdégenos possuem PLIGs (De MIRANDA SANTOS;
CAMPOS NETO, 1981). Os alotipos de IgGs dos bovinos afetam a capacidade de ligacao
da IgG2 a PLIGs de Haemophilus somnus, de proteina G de estreptococos e de proteina A de
estafilococos (BASTIDA-CORCUERA et al.,, 1999). As PLIGs indicam que se os

anticorpos ndo fossem neutralizados pelos carrapatos seria um mecanismo efetor eficiente
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de controle do parasita. Kashino et al. (2005) relatam que os niveis de anticorpos IgG
especificos para saliva de R. microplus diminuem nos hospedeiros bovinos suscetiveis quando
estdo infestados com altos nimeros de carrapatos, mas ndo quando sofrem infestacdes
menos intensas. Esses dados sugerem que as PLIGs do R. microplus ndo tém efeito sobre
IgGs de bovinos resistentes. Em resumo, a presenca de PLIGs abundantes na saliva de R.
microplus aponta para um papel importante dos anticorpos na mediagao da resisténcia a esse
parasita.

A resposta imune mediada por anticorpos é, portanto, eficiente para
neutralizar antigenos soluveis, incluindo saliva de vetores e parasitas e a identificagdo de
antigenos que podem posteriormente ser utilizados no desenvolvimento de vacina tem de

ser empreendida.
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TABELA 1 — Avaliacdao de imunidade mediada por anticorpos induzidos por infestacdes contra saliva de artropodes por meio de western
blot de proteinas separadas em uma e/ou duas dimensoes

Espécies Testes Proteinas Identificadas e Comentarios Referéncias
Origem dos Soros
Ectoparasitas

Sarcoptes scabiei Eletroforese 1D; 30 proteinas reconhecidas nos soros de suinos Soros de suinos infestados com Sarcoptes (Rambozzi et al,

Western Blot hipersensiveis e 21 proteinas reconhecidas por scabiei reagiram diferencialmente contra 2007)
suinos infestados cronicamente antigenos desse parasita.

Ixodes scapularis Eletroforese 2D; Os soros de cobaias reconhecem antigenos salivares | Mostra que transcriptoma e proteoma sao (Narasimhan et al,
Western Blot 2D; de I scapularis, onde ocorre reconhecimento de dindmicos e mudam durante o processo de 2007)
Dot Blot; proteinas expressas somente nas primeiras 24h ainda | ingurgitamento.

na fase de larva e que posteriormente em uma fase
mais tardia de “ninfa” essas proteinas ndo sao
reconhecidas

Amblyomma hebraeum

Western Blot

Soros de coelhos infestados e imunizados
reconhecem proteinas diferencialmente, sendo que
os pesos moleculares variam entre de 14 a 200 kDa.

Soros de coelhos imunizados reconheceram
proteinas diferentes dos carrapatos com pesos
diferentes, mostrando que a composi¢ao da
saliva modifica durante o processo de
ingurgitamento

(Dharampaul.,
Kaufman, W. R,;
Belosevic, M., 1993)

Hyalomma anatolicum e Western Blot Soros de camundongos reconhecem proteinas em Componentes parasitarios (Salivares) sdo (Parmar., Grewal,
Rhipicephalus microplus ambas as amostras dos carrapatos: 60, 66, 148, 264, | compartilhados entre carrapatos de diferentes | A. S.; Dhillon, P.,
300 e > 300 kDa, sendo que as bandas 56, 64, 120 e | espécies, mas outros sao espécies especificas. | 1996)
220 kDa estdao sendo reconhecidas nas amostras do
H. anatolicum e ndo no R. microplus
Rhipicephalus microplus ELISA; Soro de bovinos infestados reconhecem proteina de | Mostra que anticorpos de bovinos imunes, (Vaz, I etal, 1996;
Eletroforese 1D; 10kDa presentes em diversos tecidos do carrapato especificos para tecidos de carrapatos Vaz, 1., Ozaki, L. S;
Western Blot (salivares), estdao presentes na hemolinfa com | Masuda, A., 1994)

atividade preservada por até 48 horas apos o
ciclo de vida parasitaria ser concluido;
Mostra também que antigenos comuns estao
presentes em diversos tecidos do carrapato
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Rhipicephalus microplus

Eletroforese 1D;
Western Blot

Soro de bovino resistente infestado reage contra
proteinas da glandula salivar do Rhipicephalus
microplus

Soro de bovino resistente infestado reage
contra proteinas salivares do Rhipicephalus
microplus

(Brossard, 1976)

Rhipicephalus appendiculatus

Eletroforese 1D;
Western Blot

Soros de cobaias infestadas reconheceram proteinas
com os pesos moleculares de 120, 94, 88, 77, 58, 46,
35, 31, 28, 25, 20 el6 kDa

Diversos antigenos estdo presentes em todos
os tecidos do carrapato incluindo saliva,
sugerindo que a resisténcia ao carrapato é
muito complexa e envolve reconhecimento de
varios antigenos

(Shapiro., Voigt, W.
P.; Fujisaki, K.,
1986)

Ornithodoros moubata e
Ornithodoros erraticus

Eletroforese 2D;
Western Blot;
Bioinformatica

Soros de porcos infestados foram utilizados para
identificdo de proteinas presentes na amostras desses
carrapatos, sendo que esses soros reconheceram
varias proteinas dentre elas: 18 isoformas proteinas
similares TSGP1 de O. savignyi; 6 proteinas similares
precursor DS-1 de O. erraticus; 5 subunidades
NADPH de-hidrogenase; 5 subunidades ATP
sintase F0O; Lipocaina; Tubulina alpha; subunidade
alpha do proteassoma.

Busca de antigenos imunogénicos com intuito
de identificagdo de antigenos que possam ser
utilizados no desenvolvimento de vacina

(Oleaga et al, 2007)

Rhipicephalus sanguineus

Eletroforese 1D;
Western Blot;

Soros de cobaias e cao reconhecem varias proteinas
do Rhipicephalus sanguineus

Identificagdo do padrdo de reconhecimento
de antigenos do Rhipicephalus sanguineus por
soro de hospedeiros resistentes e suscetiveis

(Ferreira., Machado,
R. Z.; Bechara, G.
H., 1996)

Amblyomma americanum

Eletroforese 1D;
Western Blot;

Soros de coelhos infestados reagem contra
aproximadamente 25 proteinas presente nas
glandulas salivares

Caracterizagao de antigenos salivares
reconhecidos por coelhos infestados.

(Brown, 1988)

Amblyomma americanum

Eletroforese 1D;
Western Blot;

Soros de coelhos infestados reagem contra proteinas
15, 50, 18 e 160 kDa presente nas glandulas
salivares do carrapato macho

Soros de coelhos infestados reagem contra
proteinas presentes nas glandulas salivares do
carrapato macho

(Sanders et al, 1996;
Wheeler et al, 1989)

Ixodes dammini

Eletroforese 1D;
Western Blot;

Soros de coelhos infestados reagem contra proteinas
de 8, 24, 36 e 41 kDa de glandulas salivares de
fémeas do carrapato

Mostram que soros de coelhos infestados com
carrapato reagem contra proteinas salivares

(Wheeler et al,
1989)

Ixodes scapularis

Eletroforese 1D;
Western Blot;

Soros de animais carnivoros “raccoons”’reagem
contra proteinas salivares do carrapato Ixodes
scapularis

Sugere que a resisténcia ao carrapato pode ser
devida a presenca desses anticorpos contra
antigenos salivares do carrapato, prevenindo
contra transmissio de doenga.

(Craig et al, 1996;
Wheeler et al, 1989)
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Dipteros:

Aedes communis e Aedes
aegypti

Eletroforese 1D;
Western Blot;

Soros de criangas expostas aos mosquitos
possui prevaléncia de anticorpos das classes IgE
e IgG4 que reconhecem alguns antigenos
presentes na saliva desses mosquitos.

Essas proteinas podem estar envolvidas
na resposta imune imediata no local da
picada do mosquito.

(Remoue et al,
2007; Reunala et
al, 1994)

Glossina species

Eletroforese 1D;
Western Blot;

Soros de humanos de areas endémicas para
Trypanosoma brucei gambiense reagem com
proteinas presentes na saliva de Glossina species

Mostra uma comparagao de soros de
humanos de areas endémicas para
Trypanosoma brucei gambiense, onde a
resposta de anticorpos dessas pessoas
podem facilitar desenvolvimento de uma
infec¢do.

(Poinsignon et al,
2007)

Anopheles Eletroforese 1D; | Soro de paciente com malaria (Plasmodium Resposta imune humoral natural reage (Waitayakul et al,
Western Blot; falciparum ou P. vivax) reage contra proteinas contra proteinas salivares do mosquito 20006)
salivares do mosquito Anopheles Anopheles
Lutzomyia longipalpis Eletroforese 1D; | Soro de raposas de areas endémicas de Soro de raposas reage contra proteinas (Gomes et al,

Western Blot;

leishmaniose possui altos niveis de anticorpos
contra proteinas salivares do Lutzomyia
longipalpis

salivares do Lutzomyia longipalpis

2007)

Triatoma infestans

Eletroforese 1D;
Western Blot;

Soros de pacientes chagasicos reagem contra
proteinas presente nas glandulas salivares do
Triatoma infestans

Soros de pacientes chagasicos reagem
contra proteinas salivares do vetor

(Nascimento et al,
2001)
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1.4. Vacinas contra carrapatos

Os achados de Trager (1939) levaram varios pesquisadores a estudarem as
bases moleculares e imunoldgicas envolvidas na interface hospedeiro-ectoparasita
(revisto em RIBEIRO, 1995). O acimulo desses conhecimentos tem gerado dados que
contribuem para o desenvolvimento de vacinas anti-carrapato baseadas em extratos de
glandulas salivares dos ectoparasitas, os chamados antigenos expostos (BROWN,
SHAPIRO E ASKENASE, 1984), ou antigenos de outros tecidos parasitarios como o
intestino, os chamados antigenos ocultos (WILLADSEN e KEMP, 1988; De La
FUENTE et al., 1999). O interesse especial nos produtos de glandula salivar explica-se
pelo fato deste 6rgao atuar diretamente na interface entre parasita e hospedeiro, sendo
entao alvo importante de vacinas na tentativa de limitar a alimentag¢ao do parasita. Sabe-
se que a distribuicdo de uma populagao de parasitas em uma populacdo de hospedeiros
nao é uma distribuicdo normal e acredita-se que a imunidade inata e a resisténcia
adquirida contribuam para isso. Desta forma, a aplicagdao de uma vacina eficaz permitiria
o aumento da populagao de hospedeiros resistentes possibilitando a redugdo da

infestagdo e o controle da populagdo de parasitas (PRUETT, 1999).

1.4.1. Vacinas comerciais de primeira geracao disponiveis e suas limitagcdes

A co-evolugao das espécies de parasitas e hospedeiros ao longo do tempo
contribuiu para uma compatibilidade seletiva responsavel pela coexisténcia de ambas.
Entdo ¢é razoavel supor que a imunidade do hospedeiro decorrente de uma infestacao

natural por ectoparasitas ndo seja suficiente para o controle. Sugeriu-se que o controle de


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Willadsen+P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Kemp+DH%22%5BAuthor%5D
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ectoparasitas seria mais eficaz se a imunidade do hospedeiro fosse capaz de neutralizar
moléculas envolvidas no desenvolvimento do parasita como os antigenos ocultos
(PRUETT, 1999; WILLADSEN e KEMP, 1988). Por nao serem expostos ao hospedeiro
em uma infestagdo natural os antigenos ocultos ndo devem gerar mecanismos de escape

do parasita por pressao seletiva.

Atualmente existem duas vacinas existentes no mercado baseadas neste
conceito, a TickGARD (Biotech Australia Pty. Ltd., Australia) e a GAVAC ( Heber
Biotec S.A., Havana, Cuba). Ambas utilizam um unico antigeno, a Bm86, uma
glicoproteina de membrana de células intestinais de R. microplus, expresso em Escherichia
coli e Pichia pastoris, respectivamente. O desenvolvimento de imunidade adquirida pelo
gado exposto repetidamente ao R. microplus € um fato conhecido, contudo a protegao ¢
apenas parcial (PRUETT, 1999; DALTON e MULCAHY, 2001). Experimentos
utilizando homogenatos de fémeas adultas semi-ingurgitadas de R. microplus como
antigenos mostraram que a resposta imune dos animais vacinados causou danos nas
células intestinais do ectoparasita (PRUETT, 1999). Este efeito revelou resposta diferente
da imunidade desencadeada por infestagdo natural. Como conseqiiéncia, existe, de fato,
reducdo da infestacdo e da capacidade reprodutiva dos carrapatos. Porém, a eficicia das
vacinas baseadas na Bm86 sao muito varidveis e suas principais limitagdes sdo os fatos de
ndo induzir imunidade duradoura e ndo dispensar o uso combinado de acaricidas
(DALTON e MULCAHY, 2001). Embora este aspecto seja pouco explorado em
publicag¢des, varias comunicagdes pessoais relatam que as vacinas sao de dificil manejo e
requerem aplicagdes repetidas para a manutencao dos niveis de anticorpos necessarios e
conseqiiente reducao da populacdao de carrapatos infestando o hospedeiro. Este talvez
seja o0 principal aspecto negativo do uso de antigenos ocultos, pois, nao havendo

exposicao freqiiente do hospedeiro ao antigeno, como acontece com antigenos salivares,


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Willadsen+P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Kemp+DH%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=11516584&query_hl=8
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torna-se dificil a preservacdo de imunidade eficiente. Todavia, estas vacinas reforcam a
ideia de que a imunoprofilaxia adotada com antigenos melhor selecionados possa ser

uma maneira eficiente de se fazer o controle da infestagdo por carrapatos.

As limitagdes dessas vacinas decorrem das seguintes lacunas na estratégia de
seu desenvolvimento: 1) A escolha dos antigenos, embora fundamentada, ndo levou em
consideracdo todo o universo antigénico do parasita. Ha uma despropor¢do entre o
repertorio antigénico e o numero de antigenos de carrapatos, parasitas complexos, ora sob
avaliagdo ou presentes nas vacinas comerciais; 2) Os mecanismos efetores que controlam, de
fato, o carrapato, embora devam ser obrigatoriamente induzidos pela vacina, nao foram
levados em consideragdo, mesmo porque ndo sao bem conhecidos. Além disso, o carrapato
causa Imunossupressdo € O0s componentes responsaveis por esse efeito devem ser
contornados; 3) A preferéncia por antigenos ocultos desconsidera a memoria imunoldgica
cujo requisito fundamental para conferir imunidade protetora é a re-estimulagdo com
antigeno (ZINKERNAGEL, 2002). Como os antigenos dessas vacinas ndo sao expostos ao
hospedeiro durante infestagdes, como o sdo antigenos salivares, tal requisito ndo € atendido

sendo pela re-vacinagao freqliente, o que ¢ indesejavel para a logistica do manejo.

1.4.2. Bases para desenvolvimento de uma vacina de segunda geracdo anti-

carrapato R. microplus

Acredita-se que uma vacina baseada em um conjunto de antigenos, ocultos
e ndo ocultos, possa produzir uma resposta mais satisfatoria para a redugdo da infestacao
(TRIMNELL et al., 2002). Para que uma vacina seja de fato eficaz, necessita-se de alvos

de importancia fundamental para viabilidade e capacidade reprodutiva do parasita e que
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sejam imunogénicos. Também ¢ necessdrio que mecanismos imunes protetores sejam
desencadeados e estejam ativos durante o parasitismo, mesmo na presen¢a da atividade
imunomoduladora da saliva, e que o sistema de entrega da vacina seja, além de
conveniente, eficaz para manter uma resposta imune de longa durac¢ao. Para tanto, é de
extrema importancia para as especificagdes de delineamento de uma vacina, além da
selecdo de antigenos, o conhecimento da natureza dos mecanismos de resposta imune

desencadeados pelo parasita em hospedeiros resistentes e susceptiveis.

Atualmente varios pesquisadores empregam estratégias protedmicas para a
busca de antigenos vacinais, inclusive em carrapatos (Tabela 2) (OLEAGA et al., 2007,
MADDEN; SAUER; DILLWITH, 2002 e 2004). Porém nenhum trabalho emprega um
modelo experimental semelhante ao desenvolvido aqui, onde os bovinos constituem o

unico modelo no qual é possivel examinar, numa mesma espécie, os desfechos distintos

de resisténcia e suscetibilidade das infestagdes com carrapatos. Ainda nao se sabe se 0s
bovinos apresentando os diferentes fenotipos de infestagdo reconhecem proteinas

distintas na saliva do carrapato.

As técnicas de eletroforese em uma e duas dimensdes seguidas por analises
de western blots com soros de hospedeiros imunes apresentando diferentes niveis de
imunidade contra parasitas e outros patdogenos, podem ajudar na identificagdo de novos
candidatos para vacinas (Tabela 2). Por exemplo, varios trabalhos empregaram essa
abordagem para realizar um mapeamento antigénico de diversos parasitas como Fasciola
hepatica JEFFERIES et al., 2000), T. cruzi (PABA et al., 2004), T.gondii (COHEN et al.,
2002; GEISSLER, et al., 1999; DLUGONSKA, et al., 2001), Neospora caninum (LEE et
al., 2003), Candida albicance (FERNANDEZ-ARENAS et al., 2004), Mycobacterium

tuberculosis (SINHA et al., 2002 e 2005) e Leishmania (FORGBER et al., 2006) (Tabela 2).
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Nesse contexto, o presente estudo teve como principal objetivo elucidar os
mecanismos de resposta imune humoral desenvolvido pelos hospedeiros susceptiveis e
resistentes ao R. microplus, uma vez que a resposta mediada por anticorpos pode ser
importante na resisténcia ao carrapato (TRAGER, 1939). Saber quais proteinas do
carrapato, principalmente salivares, sdo imunogénicas para animais resistentes e
suscetiveis e saber quais proteinas que nao sao reconhecidas durante infestagdes tem
grande relevancia para a escolha de antigenos vacinais e adjuvantes que desencadeiem o

padrao de resposta imune desenvolvido por bovinos resistentes.
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Espécies

Testes

Proteinas Identificadas

Comentarios

Referéncias

Ixodes scapularis

Eletroforese 2D;

Os soros de cobaias reconhecem antigenos salivares

Mostra que transcriptoma e proteoma sao

(Narasimhan et al,

Western Blot 2D; de I scapularis, onde ocorre reconhecimento de | dindmicos e mudam durante o processo | 2007)
Dot Blot; proteinas expressas somente nas primeiras 24h ainda | de ingurgitamento.
na fase de larva e que posteriormente em uma fase
mais tardia de “ninfa” essas proteinas ndo sdo
reconhecidas
Ornithodoros moubata e | Seqiienciamento; 18 Isoformas proteinas similares TSGP1 de O. | Busca de antigenos imunogénicos com | (Astigarraga et al,
Ornithodoros erraticus Eletroforese 1D e 2D; | savignyi; 6 proteinas similares precursor DS-1 de O. | intuito de identificacdo de antigenos que | 1997; Francischetti et
Western Blot; erraticus; 5 subunidade NADPH de-hidrogenase; 5 | possam ser utilizados no desenvolvimento | al, 2008; Oleaga et al,
Bioinformatica subunidade ATP sintase FO; Lipocaina; Tubulina | de vacina 2007)
alpha; subunidade alpha do proteassoma.
Amblyomma mericanum | Seqlienciamento; Observaram que a maioria das proteinas antigénicas | Busca de antigenos imunogénicos com | (Madden., Sauer, J.
e Amblyvomma Eletroforese 1D e 2D; | presentes de forma abundante na saliva de A. | intuito de identificacdo de antigenos que | R.; Dillwith, J. W.,
maculatum Western Blot; americanum e A. maculatum era derivada do | possam ser utilizados no desenvolvimento | 2002; Madden.,
Bioinformatica hospedeiro. Em ndo se tratando de um artefato | de vacina Sauer, J. R.; Dillwith,
técnico, provavelmente foram modificadas pelo J. W., 2004)
carrapato passando a serem reconhecidas como
estranhos pelo proprio hospedeiro.
Ornithodoros coriaceus Seqiienciamento; Identificagdo de varias proteinas presente nas | Busca de antigenos imunogénicos (Francischetti et al,
Eletroforese 1D e 2D; | glandulas salivares desse carrapato 2008)
Western Blot;
Bioinformatica
Lutzomyia longipalpis Eletroforese 2D; 6.5-kD- Maxadilan Potente vasodilatador e imunosupressor | (Lerner et al, 1991;
Espectrometria de presente na saliva desse vetor Qureshi et al, 1996)
massa
Aedes albopictus Proteoma Identificagdo de proteinas de trés categorias: | Busca de proteinas imunogénicas (Arca et al, 2007
housekeeping, secretada ou ndo conhecidas Gutierrez et al,
2009))
Aedes aegypti Eletroforese 2D; Identificagcdo de proteinas relacionadas com resposta | Mostra proteinas que podem prejudicar a | (Biron et al, 2005)
Espectrometria de imune do hospedeiro defesa dos hospedeiros frente a infecgao
massa
Anopheles gambiae Eletroforese 1 D e 2D; | Identificou 5 proteinas na saliva e mais de 122 | Busca de proteinas imunogénicas (Choumet et al, 2007;

Espectrometria de
massa

proteinas na glandulas salivares do mosquito

Gutierrez et al, 2009)




TABELA 2 - continuagao

42

Anopheles gambiae MudPIT; 209 proteinas identificadas Busca de antigenos imunogénicos (Dinglasan et al,
Seqiienciamento 2009)
Leishmania donovani Seqiienciamento; Fragdes de 68 a 97,4 kDa (HSP-70; p45; aldolase; | Busca de antigenos imunogénicos com | (Gupta et al, 2007)

Eletroforese 2D;
Western Blot;
Bioinformatica

enolase; isomerase; calreticulina)

intuito de imunoprofilaxia

Leishmania donovani

Seqiienciamento;
Eletroforese 2D;
Western Blot;
Bioinformatica

330 antigenos.

Busca de antigenos imunogénicos

(Forgber et al, 2006)

Fasciola hepatica

Eletroforese 2D,;

Identificagdo de varias proteinas

Busca de antigenos imunogénicos

(Jefferies., Brophy, P.
M.; Barrett, J., 2000)

Trypanosoma cruzi Seqiienciamento; 19 proteinas diferentes identificadas (HSP; | Busca de antigenos imunogénicos (Paba et al, 2004)
Eletroforese 2D; chaperones, HSP 60, HSP 70 e HSP 90), elongation
Bioinformatica factors, enzimas de via glicolitica (enolase, piruvato

Kinase e 2,3 bifosfogliceril mutase) e proteinas
estruturais (KMP 11, tubulina).

Toxoplasma gondii Seqiienciamento; GRA1-GRAS8, S16/ acido fosfatase, hidrolase | Busca de antigenos imunogénicos (Cohen et al, 2002;
Eletroforese 2D; triofosfato nuclear e H4; Dlugonska et al,
Bioinformatica; Dentre outras 2001; Geissler et al,
Western Blot 1999)

Neospora caninum Seqiienciamento; 20 proteinas diferentes foram identificadas Busca de antigenos imunogénicos (Lee etal, 2003)
Eletroforese 2D;
Bioinformatica;
Western Blot

Candida albicans Seqiienciamento; Identificagdo de varias proteinas Busca de antigenos imunogénicos (Fernandez-Arenas et
Eletroforese 2D; al, 2004)
Bioinformatica;
Western Blot

Mpycobacterium Seqiienciamento; Identificagcdo de varias proteinas Busca de antigenos imunogénicos (Sinha et al, 2002;

tuberculosis Eletroforese 2D; Sinha et al, 2005)
Bioinformatica;

Plasmodium falciparum | Microarray 18 proteinas recombinantes derivadas de proteina de | Busca de antigenos imunogénicos com | (Gray et al, 2007)

superficie de merozoita MSP1, MSP2, MSP3, e
antigeno de membrana apical AMA -1

intuito de identificar antigenos que
podem estar relacionados com protecdao
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Trichostrongylus Seqiienciamento; Soros de ovelhas reconheceram aproximadamente 28 | Busca de antigenos imunogénicos (Kiel etal, 2007)
colubriformis Eletroforese 2D; proteinas alvos
Western Blot
Loxosceles genus Seqlienciamento; Identificaram proteinas presentes no venenos das | Busca de antigenos para | (Astigarraga et al,
Eletroforese 2D; aranhas L. gaucho, L. intermedia, e¢ L. laeta de 30-35 | desenvolvimento de um antiveneno 1997; Machado et al,
kDa, pI 3-10 2005)
Phoneutria nigriventer, Seqiienciamento; Identificaram algumas proteinas importantes no | Busca de antigenos para | (Richardson et al,

Phoneutria reidyi, e
Phoneutria keyserlingi

Eletroforese 2D;

veneno dessas aranhas

desenvolvimento de um antiveneno

2006)

Leech Hirudo

Seqiienciamento;
Eletroforese 2D;

Identificaram algumas proteinas presentes SNC

sanguessugas importantes na resposta imune

Busca de proteinas medicinais

(Vergote et al, 2006)
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais

1) Identificar antigenos de carrapatos R. microplus que induzem resposta
humoral protetora em bovinos.
2) Descobrir antigenos de carrapatos R. microplus para desenvolvimento de

vacina anti-carrapato multicomponente e multiefetora .

2.2. Objetivo especifico

1) Identificar e caracterizar parcialmente componentes protéicos do extrato
de larvas nao alimentadas, da saliva e das glandulas salivares de fémeas de R. microplus
reconhecidos por soros de bovinos geneticamente resistentes e suscetiveis ao carrapato,
submetidos a infestagdes primarias, secundarias, tercidrias com larvas, ninfas e adultos.

2) Verificar se o padrao de reconhecimento por anticorpos se modifica ao
longo do ciclo parasitario ou de acordo com o numero de infestagoes.

3) Verificar se ocorre um padrdo de reconhecimento diferencial entre os

fenotipos de infestacgoes.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Comité de ética

Este projeto estd de acordo com os principios €ticos na experimentacao
animal adotado pelo colégio brasileiro de experimentacdo animal (COBEA) e foi

aprovado pela comissao de ética em experimentacao animal (CETEA) em reuniao de 28

de maio de 2007.

3.2. Fluxograma

O Esquema 1, representa a metodologia utilizada para o desenvolvimento

desse trabalho.

Eletroforese 11 e 21):
-extrato de larva
Saliva
-Glanduola Salivar de fémea

| e
!

Western Blots com soros bovinos

bojo

h’— ‘g " Soros coletados dos bois:

: - antes da infestagdes (naive) - £2
ﬁ I - durante infestacio com larva, ninfa e adulto

- das 13, 22 ¢ 32 infestagGes 4’

Esquema 1. Fluxograma da metodologia utilizada neste trabalho.
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3.3. Infestacoes de bovinos com R. microplus e obtencao de soros

Os soros empregados neste trabalho foram coletados desde o ano de 2005,
no campus de Pirassununga da Universidade de Sao Paulo, com colaboragdo do Prof.
Dr. Antonio Augusto Mendes Maia. Os animais utilizados foram quatro machos da raga
B. taurus taurus, Holandés Preto e Branco - HPB e quatro machos da raga Bos taurus
indicus, Nelore — Nel. No inicio dos experimentos 0s animais estavam com quatro meses
de idade e livres de infestagao por carrapatos. Os bovinos foram mantidos em manejo
intensivo (estabulados) com suplementagdo protéica e mineral, sendo expostos a
infestacdes artificiais com carrapatos R. microplus. Os animais da raga Nelore foram
infestados no pesco¢o com 20.000 larvas e os animais da raca HPB com 10.000 larvas
por animal a cada infestacdo. Durante a infestagcdo os carrapatos foram contados com a
técnica descrita por Oliveira e Alencar (1990) e preconizada pelo Ministério da
Agricultura, da Pecudria e do Abastecimento e os dados acumulados foram
correlacionados com o0s padroes de reconhecimento de antigenos parasitarios
encontrados durante o desenvolvimento deste trabalho. Os animais foram infestados 3
vezes com larvas, com intervalo de 2 meses e as coletas de sangue para obtengao de soro
foram feitas antes da exposicao e durante as trés infestagdes nos diversos estagios do
ciclo de vida (larva, ninfa e adulto). Sendo assim, cada animal forneceu diversas
amostras de soro durante as infestagdes, conforme pode ser observado na Tabela 3. Os
soros foram extraidos do sangue periférico coletado em tubos Vaccutainer® sem
anticoagulantes, incubados a 37°C para retragdo do coagulo. Desta separa¢ao os soros
foram aliquotados e guardados a -20°C até uso. O controle dos carrapatos em animais
suscetiveis foi feito por meio de pulverizagdes ocasionais com carrapaticidas topicos,

somente quando a saude do animal estava comprometida devida a alta infestagcdo. Os
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grupos experimentais foram vacinados a cada seis meses contra febre aftosa e raiva

(Bovicel®, Vallée).

Tabela 3. Descri¢ao dos soros empregados para as imunodeteccoes.

Hospedeiro e nimero de infestagdes

Forma parasitaria presente durante a coleta

(n = nimero de soros obtidos)

ndo infestados larvas ninfas adultos
HPB 1 vez infestado com 10.000 larvas n=4 n=4 n=4 n=4
HPB 2 vezes infestados com 10.000 larvas n=4 n=4 n=4
HPB 3 vezes infestados com 10.000 larvas n=4 n=3" n=3"
Nelore 1 vez infestado com 20.000 larvas n=4 n=4 n=0" n=0"
Nelore 2 vezes infestados com 20.000 larvas n=4 n=4 n=4
Nelore 3 vezes infestados com 20.000 larvas n=3% n=4 n=4

"Na 3°infestagdo dos HPB houve morte de um dos animais por timpanismo.
"Na 1°infestagdo dos nelores nao foram encontrados carrapatos nos estagios ninfa e adulto,

portanto ndo foram coletados os soros.

#Nao houve coleta do soro de um dos animais.

Nos experimentos de western blots de géis 1D de extrato de larvas ndo

alimentadas e saliva do carrapato R. microplus, as amostras foram separadas por

eletroforese e executados em sistema de manifold de 20 calhas com soros individuais dos

bovinos resistentes e suscetiveis, num total de 69 soros de bovinos HPB e Nelore (Tabela

3). J& nos experimentos de western blots de géis 2D de GSF e saliva do carrapato R.

microplus, as amostras foram separadas por eletroforese e blotadas com soros em forma de

pool (Tabela 4), devido a dificuldade de obten¢do das amostras.
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Tabela 4. Soros utilizados nos western blot de saliva e glandulas salivares de fémeas.

Hospedeiro | Soros em pool e
Forma parasitaria
(n = numero de animais)
Nio larva ninfa adulto
infestado
Suscetivel .. .
Pool de soros de animais naive n=4
Suscetiveis | Pool de soros de animais infestados n=4 n=4 n=4
Resistentes . .
Pool de soros de animais naive n=4
Resistentes | Pool de soros de animais infestados n=4 n=4 n=4

Total de 4 pools de soros testados.

3.4. Obtencao do extrato de larva nao alimentada, saliva e glandulas salivares de
fémeas
Os animais utilizados para obteng¢do das amostras encontravam-se no
campus da USP de Ribeirdo Preto-SP, e foram utilizados dois animais da raca HPB, que
foram infestados artificialmente com larvas do carrapato R. microplus. No inicio dos
experimentos os animais estavam com quatro meses de idade e livres de infestagcao por
carrapatos.
Fémeas ingurgitadas foram coletadas, sendo que parte delas foi utilizada
para a manutenc¢do da coldnia de carrapatos (oviposi¢ao/eclosao das larvas) e para obter
o extrato de larvas. A outra parte foi utilizada para obteng¢ao de saliva. Durante as

infestagOes, fémeas adultas foram coletadas para extragcdo das glandulas salivares (GSF).

3.4.1. Extrato de larvas nao alimentadas

Para obtencao de larvas nao alimentadas, fémeas alimentadas em bovinos

HPB com peso aproximado de 0,130g foram coletadas e mantidas a 28°C com umidade
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relativa 70-80% (BOD?) para oviposi¢do. Sete dias apOs a eclosdo, as larvas foram
acondicionadas em criotubos e congeladas a —70°C. Posteriormente estas larvas
congeladas foram ressuspendidas em PBS (Phosphate buffer saline) pH 7.4 e trituradas
com homogeneizador e sonicadas para obteng¢do do extrato, que foi centrifugado a
14.000¢g por 30 minutos. O sobrenadante foi coletado e a concentracdo protéica foi
determinada com kit Coomassie assay (Pierce, Rockford, IL) e posteriormente

armazenado a -20° C. A concentrac¢ao do extrato de larva foi de 1,9 mg/ml.

3.4.2. Saliva

Fémeas ingurgitadas em bovinos HPB foram coletadas para obtengdo da
saliva. O procedimento consistiu em lavar as fémeas em PBS, seca-las em papel de filtro
e em seguida foram fixadas com fita adesiva em placas e a parte ventral do corpo voltado
para cima. Posteriormente foi aplicada com uma seringa de 10 ml, uma solugdo a 0,2%
de dopamina (Revivan®) diluida em PBS. A administracio de dopamina induz a
contracdo dos acinos das glandulas salivares, estimulando a salivacdo. A saliva ¢é
coletada em tubo e mantida em gelo. Ap0s a coleta da saliva foi acrescentado inibidor de
protease com volume final de 20% (Complete, Mini EDTA-free — Roche). A
concentragdo protéica foi determinada com kit Coomassie assay (Pierce, Rockford, IL),

obtendo uma concentragdo de 200 ug/ml e posteriormente armazenada a -20° C.
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3.4.3. Glandulas salivares de fémeas

Fémeas menores que 4 mm foram coletadas para dissecagdo e extragdo das
glandulas salivares sob lupa em PBS estéril. Um total de 90 pares de glandulas salivares
de fémeas (GSF) alimentadas em HPB foram obtidas e mantidas em agua com inibidor
de protease a 20%. O material extraido foi armazenado a — 70°C.

Para utilizagdo no western blot e gel bi-dimensional as amostras de glandulas
salivares foram lisadas submetendo-as 7 sessOes de congelamento e descongelamento em
nitrogénio liquido e banho maria a 56°C e posteriormente sonicadas (FS60H da Fisher
Scientific) por 10 min. O lisado foi centrifugado a 14.000¢ por 30 minutos e o
sobrenadante coletado para dosagem de proteinas cuja concentracdo foi de 4mg/ml a

partir de um total de 90 pares de glandulas. O material foi armazenado a -20°C.

3.5. Western blot do extrato de larvas nao alimentadas e saliva do carrapato R.

microplus

A identificagdo e caracterizacdo parcial dos componentes protéicos
presentes nas amostras de extrato de larvas ndo alimentadas e saliva de R. microplus,
reconhecidos por anticorpos de bovinos infestados foram determinados pela técnica de
western blot. Os componentes protéicos foram separados através de eletroforese a 100V e
66mA por 2 horas e 45 minutos em gel pequeno (8x8cm) de poliacrilamida 12,5% na
cuba vertical Biorad. O marcador de peso molecular (Bench Mark Protein ladder-
Invitrogen) foi corrido junto as proteinas do parasita. ApOs a eletroforese, os
componentes protéicos foram transferidos para membranas de PVDF - polyvinylidene

fluoride (GE Healthcare) a 10V, 400 mA por 25 minutos em tampdo de transferéncia
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(Tris 38mM, Glicina 39mM, Metanol 20% e SDS 0,375%) na cuba de transferéncia semi-
seco (TE 70- ECL semi-dry transfer unit -GE Healthcare). As membranas foram
bloqueadas por 1 hora com 10% de leite desnatado Molico diluido em TBS-T (Tris
50mM, NaCl 0,I1M, Tween 0,05%, pH7,2) para evitar reconhecimento inespecifico.
Posteriormente foram lavadas 2x por 5 minutos com TBS-T e em seguida as membranas
acomodadas em manifold de 20 calhas (Mini-Protein®II, Multi Screen- Biorad) que
receberam os soros descritos na Tabela 3. As diluigdes dos soros foram de 1:100 diluido
em TBS-T e 2,5% BSA (albumina de soro bovino), sendo as membranas incubadas com
estes soros sob agitacao por 14 horas a 4°C, seguida de lavagem (3x) por 5 minutos com
TBS-T. Para verificagdo das reagdes antigeno-anticorpo foi utilizado um conjugado de
Proteina G marcado com fosfatase alcalina (Invitrogen), diluido 1:1250 sob agitacao por
6 horas a 4°C. Para revelacao, as membranas foram novamente lavadas 3x por 5 minutos
com TBS-T e incubadas com substrato NBT/BCIP (Phosphatase substrate-Kierkegaard
Perry Labs, Gaithersburg, MD) e para interromper a revelagdo as membranas foram
colocadas em dgua por 15 minutos.

As andlises dos pesos moleculares das bandas protéicas presentes nos blots
de extrato de larvas ndo alimentadas e na saliva de R. microplus foram realizadas com

programa Alpha EaseFC Stand Alone program (Alpha Innotech, San Leandro, CA).
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3.6. Gel Bi-dimensional

3.6.1. Saliva e glandulas salivares de R. microplus

A saliva coletada (conforme descrito acima) foi precipitada com acido
tricloroacético (TCA) no mesmo dia em que as tiras foram rehidratadas (tira pH3-10NL
nao linear de 13 cm, GE Healthcare). A saliva foi descongelada e colocada em tubo de
vidro e centrifugada em 14.000g a 4°C por 30 segundos e foi desprezado o precipitado.
Foi acrescentado TCA 100% na amostra, obtendo uma concentracao final 10%, e
deixado por 1h a 4°C. Posteriormente foi centrifugado em 14.000g a 4°C por 15 minutos,
desprezando o sobrenadante e o precipitado foi lavado 3 vezes com acetona (500ul de
acetona para cada 1 ml de saliva) e centrifugado a 14.000g por 10 minutos. Apos a
lavagem com acetona, o precipitado foi ressuspendido com solug¢ao de reidratagdo (7M
de uréia, 2M tiouréia, 4% CHAPS, 20mM Dithiothreitol ) e armazenado a -20°C.

As proteinas das glandulas salivares de fémea apds precipitacio foram
ressuspendidas diretamente em tampao de reidratagdo para posteriormente fazer a

focalizacao isoelétrica.

3.6.2. Focalizagao isoelétrica (IEF)

O tampao de corrida para a IEF ¢ a solug¢do de reidratagao (7M de uréia,
2M tiouréia, 4% CHAPS, 20mM Dithiothreitol ) e 2% de mistura de anfolitos carreadores
(pH 3-10NL, nao linear), onde as amostras de saliva e glandulas salivares de fémeas
(GSF) foram previamente ressuspendidas. A corrida de primeira dimensao foi feita em

tiras de gradiente imobilizado (IPG) em pH 3-10NL de 13 cm. A quantidade de proteina
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das amostras aplicada em cada tira foi de 200 pg. As tiras foram reidratadas em uma
bandeja de reidratagdo durante a noite usando de 10-14 horas. No dia seguinte, as tiras
foram transferidas para o suporte de ceramica do aparelho (Manifold) e acoplada ao
equipamento IPGPhor (GE Healthcare) e submetidas as seguintes etapas de voltagem:
lhora a 500V, 1h a 1000V seguida de 8000V até um total de 35-45 kVh ser atingido para
tiras de 13 cm. Ap6s a corrida de IEF, as tiras foram congeladas a -80°C ou submetidas a

eletroforese bidimensional.

3.6.3. Eletroforese bidimensional

O procedimento para obtengdo de géis bidimensionais em géis de
poliacrilamida (gel 2D) foram realizados de acordo com Yatsuda (2003). As tiras foram
equilibradas em solug¢do contendo SDS e uréia (solugdao de equilibrio contendo 50 mM
Tris, 6M uréia, 2% SDS, 30% glicerol, pH 8,8) contendo primeiramente DTT (100 mg
/10ml) por 15minutos sob leve agitacdo, e posteriormente, iodoacetamida (250 mg
/10ml) por outros 15 minutos sob leve agitacao.

A segunda dimensdo foi feita em géis SDS de poliacrilamida (12,5%) em
equipamentos SE600 (GE Healthcare) em amperagem inicial de 15mA/gel por 15
minutos seguido de 30mA/gel. Um gel de saliva e um gel de glandula salivar de fémea
foram corados com nitrato de prata, sendo que os demais géis foram transferidos para
membrana de PVDF para posteriormente fazer western blot com soros de animais

resistentes e suscetiveis.
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3.6.4. Coloragao com Nitrato de Prata

Géis de saliva e glandulas salivares de fémeas foram corados com nitrato
de prata. Os géis foram colocados na solugdo fixadora (50% metanol e 10% acido
acético) por 1 hora a temperatura ambiente sob agitacao. Posteriormente, por 15 minutos
em metanol 5% e foram lavados 3 vezes durante 5 minutos com agua deionizada. Apds
essas lavagens, tiossulfato de sodio (Na,S,0; 5H,O — 0,2g/1) foi acrescentado por 1
minuto a temperatura ambiente e lavados por 3 vezes durante 20 segundos com agua
deionizada. Em seguida foram incubados na solug¢do de nitrato de prata (2g /1 de Ag
NO;) por 25 minutos em temperatura ambiente sob agitacdo. Apos a incubagdo com
nitrato de prata, os géis foram lavados 3 vezes durante 20 segundos com agua
deionizada.

Para a revelagdo foi acrescentado solugdo de carbonato de soddio (30g/1 de
Na,CO;, 37% de formaldeido e 20ml de Na,S,0; 5H,0) até que os spots fossem
visualizados. Para bloquear a revelagdo foi acrescentada solugao fixadora (7g/500ml de

Na,-EDTA).

3.7. Western blot dos géis bidimensionais de saliva e GSF

Ap0s a eletroforese dos géis bidimensionais, os componentes protéicos de
saliva e GSF foram transferidos para membranas 18x18 cm de PVDF (GE Healthcare) a
10V, 400 mA por 25 minutos em tampao de transferéncia (Tris 38mM, Glicina 39mM,
Metanol 20% e SDS 0,375%) no aparelho de transferéncia semi-seco (ECL semi-dry
transfer unit -GE Healthcare). As membranas foram bloqueadas por 14 horas com 5% de

leite desnatado diluido em TBS-T (Tris 50mM, NaCl 0,1M, Tween 0,05%, pH7,2) para
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evitar reconhecimento inespecifico. Posteriormente foram lavadas 2x por 5 minutos com
TBS-T e em seguida receberam os soros descritos na Tabela 4. Os soros foram
empregados em forma de pools devido a dificuldade de obtencdao dessas amostras. As
dilui¢coes dos soros foram de 1: 40 diluido em TBS-T 0,01% Azida e 2,5% BSA, sendo
que as membranas foram incubadas com estes soros sob agitacao durante 14 horas a 4°C,
seguidas de lavagem (3x) por 5 minutos com TBS-T. Para verificagdo das reagdes
antigeno-anticorpo foi utilizado um conjugado de Proteina G marcado com fosfatase
alcalina (Invitrogen), diluido 1:1250, sob agitacao por 6 horas a 4°C. Para revelacao, as
membranas foram novamente lavadas 3x por 5 minutos com TBS-T e incubadas com
substrato NBT/BCIP (Phosphatase substrate-Kierkegaard Perry Labs, Gaithersburg) e

para interromper a revelacao as membranas foram colocadas em agua por 15 minutos.
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4. RESULTADOS

4.1. Western Blot de extrato de larvas nao alimentadas de R. microplus com soros

de bovinos resistentes e suscetiveis

Os perfis de reconhecimento das bandas protéicas de extrato de larvas nao
alimentadas (ELNA) de R. microplus pelos soros dos bovinos resistentes (Nelores) e
suscetiveis (HPB) ao carrapato foram avaliados por western blots, sendo 0s soros
provenientes de bovinos submetidos a diferentes nimeros de infestagdes e diferentes fases
do ciclo de vida do carrapato (larva, ninfa e adulto). Os resultados obtidos podem ser
observados nas figuras abaixo.

Na Figura 2, o reconhecimento de algumas bandas protéicas do extrato de
larva por soros da primeira infestagdo foi mais intenso e freqiiente em Nelores infestados

na fase inicial (larva), quando comparado com resultados obtidos para HPBs infestados.
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Figura 2. Western blot de Extrato de larvas nado-alimentadas de R. microplus. Foram utilizados
270 pg de proteinas de ELNA por gel. O feno6tipo do hospedeiro esta indicado na figura seguido
do estagio de vida do carrapato. A) western blot com soros de animais naive e geneticamente
suscetiveis (HPB) ou resistentes (Nel); B) western blot com soros de animais resistentes (Nel) e
suscetiveis (HPB) obtidos na primeira infestacdo; C) Representacao grafica das bandas protéicas
observadas no Western blot de ELNA com soros de bovinos. Na primeira infestagdo nao foram
coletados soros na fase de ninfas e adultos nos animais resistentes (Nelores), pois nao foram
encontrados carrapatos nessas fases.
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Como visualizado na Figura 3, os soros de bovinos resistentes infestados 1
vez com larva reconhecem as bandas protéicas de 130, 105, 85, 67, 40, 30 e 13 kDa com
maior freqiiéncia e intensidade quando comparado com o reconhecimento pelo soro de
HPBs infestados. Com o passar do ciclo de vida, nos estagios de ninfa e adulto, o
reconhecimento das bandas pelos soros de ambas as ragas tornam-se muito semelhante.
As demais bandas, conforme visto na figura 2, sdo reconhecidas pelos soros de ambas as

racas de maneira similar.
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Figura 3. Reconhecimento das principais proteinas do extrato de larvas ndo-alimentadas de R
microplus pelos soros de animais resistentes (Nelore) e susceptiveis (HPB) durante a primeira
infestacao e em diferentes estagios de vida do carrapato. Na primeira infestacdo ndao foram
coletados soros na fase de ninfas e adultos nos animais resistentes (Nelores), pois ndo foram
encontrados carrapatos nessas fases.
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Resultado semelhante ao da primeira infestacao foi observado com os
soros da segunda infestacdo (Figura 4 e 5), onde os soros dos Nelores infestados
reconhecem algumas bandas com maior freqiiéncia e intensidade quando comparado ao

resultado obtido com soros dos HPBs infestados.
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Figura 4. Western blot de Extrato de larvas nado-alimentadas de R. microplus. Foram utilizados
270 pg de proteinas de ELNA por gel. O feno6tipo do hospedeiro esta indicado na figura seguido
do estagio de vida do carrapato. A) western blot com soros de animais naive e geneticamente
suscetiveis (HPB) ou resistentes (Nel); B) western blot com soros de animais resistentes (Nel) e
suscetiveis (HPB) obtidos na segunda infestacdo; C) Representagdo grafica das bandas protéicas
observadas no Western biot de ELNA com soros de bovinos.
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Como observado na Figura 5, Nelores infestados reconhecem no estagio
inicial do ciclo de vida carrapato, as bandas 130, 120, 60, 25 e 11 kDa com maior
freqiiéncia e intensidade, enquanto que o reconhecimento dessas bandas pelo soro dos
HPBs infestados se da mais tardiamente, ao decorrer da infestagdao. As demais bandas

sdo reconhecidas de forma similar por ambas as ragas.
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Figura 5. Reconhecimento das principais proteinas doextrato de larvas ndo-alimentadas de R
microplus pelos soros de animais resistentes (Nelore) e susceptiveis (HPB) durante a segunda
infestacao e em diferentes estagios de vida do carrapato.

Na terceira infestagdo, o reconhecimento de proteinas parasitarias tornou-
se muito semelhante entre ambas as ragas e algumas bandas sdo reconhecidas com maior

freqiiéncia nos soros dos Nelores e outras nos soros dos HPBs (Figura 6).
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Figura 6. Western blot de Extrato de larvas nao-alimentadas de R. microplus. Foram utilizados
270 ug de proteinas de ELNA por gel. O feno6tipo do hospedeiro esta indicado na figura seguido
do estagio de vida do carrapato. A) western blot com soros de animais naive € geneticamente
suscetiveis (HPB) ou resistentes (Nel); B) western blot com soros de animais resistentes (Nel) e
suscetiveis (HPB) obtidos na terceira infestagdo; C) Representagdo grafica das bandas protéicas
observadas no Western blot de ELNA com soros de bovinos.
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Como pode ser visto na Figura 7, as bandas de 120, 55 e 36 kDa sao
reconhecidas pelo soro de Nelores infestados, mas nao pelo soro de HPB infestados.
Contudo, as bandas de 45, 40, 20 e 13 kDa sdo reconhecidas com maior freqiiéncia pelo
soro de HPBs, sendo que o reconhecimento dessas bandas torna-se similares com o
decorres da infestacdo, com exce¢do das bandas de 55 e 36 kDa que continuam sendo

reconhecidas com maior freqiiéncia por soro dos Nelores infestados.
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Figura 7: Reconhecimento principais proteinas do extrato de larvas nao-alimentadas de R
microplus pelos soros de animais resistentes (Nelore) e susceptiveis (Nelore) durante a terceira
infestacao e em diferentes estagios de vida do carrapato.

Conforme observados nos resultados acima, algumas bandas sao
reconhecidas com maior freqiiéncia e intensidade por animais resistentes infestados

durante os estagios iniciais do ciclo de vida do parasita.
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4.2. Western Blot de saliva de R. microplus com soros de bovinos resistentes e

suscetiveis

Os perfis de reconhecimento das bandas protéicas de saliva de R. microplus
pelos soros dos bovinos resistentes e suscetiveis ao carrapato foram avaliados por western
blots, sendo os soros provenientes de diferentes infestacdes e diferentes fases do ciclo de
vida do carrapato (larva, ninfa e adulto). Os resultados obtidos podem ser observados nas
figuras abaixo.

No western blot de saliva com 0s soros naive 0s animais resistentes observa-
se reconhecimento da maioria das bandas protéicas com maior freqiiéncia e intensidade e
mantido com os soros da primeira infestagdo (Figura 8), sendo que as demais bandas

estdo sendo reconhecidas de maneira muito semelhante em ambas as ragas.
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Figura 8. Western blot de saliva de R. microplus (primeira infestacdo). Foram utilizados 270 ng
de proteinas de saliva por gel. O fenotipo do hospedeiro esta indicado na figura seguido do
estagio de vida do carrapato. A) western blot com soros de animais naive e geneticamente
suscetiveis (HPB) ou resistentes (Nel); B) western blot com soros de animais resistentes (Nel) e
suscetiveis (HPB) obtidos na primeira infestagdo; C) Representacdo grafica das bandas protéicas
observadas no Western blot de saliva com soros de bovinos. Na primeira infestacdo nao foram
coletados soros na fase de ninfas e adultos nos animais resistentes (Nelores), pois nao foram
encontrados carrapatos nessas fases.
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Na Figura 9, melhor evidenciado o perfil diferencial do reconhecimento
das bandas protéicas pelos soros dos animais, sendo que as bandas de 130, 70, 46, 44, 27
e 16 kDa s3ao reconhecidas exclusivamente por animais resistentes naive € infestados e
mesmo com o progresso da infestagdo, os soros dos animais suscetiveis ndo conseguem

reconhecer essas bandas protéicas, com exce¢ao das bandas 130 e 70 kDa.
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Figura 9. Reconhecimento das pricipais proteinas da saliva de R microplus pelos soros de animais
resistentes (Nelore) e suscetiveis (HPB) durante a primeira infestacao e em diferentes estagios de
vida do carrapato. Na primeira infestagao ndo foram coletados soros na fase de ninfas e adultos
nos animais resistentes (Nelores), pois ndo foram encontrados carrapatos nessas fases.

No resultado do western blot de saliva com os soros da segunda infestacao,
as bandas que foram reconhecidas com maior freqiiéncia pelos soros dos animais
resistentes naive, sao reconhecidas na fase de larva pelos soros dos animais suscetiveis
com maior freqiéncia. As bandas de 190, 115, 90, 55, 40 kDa sao reconhecidas de

maneira muito semelhante entre ambas as racas.



160KDA —>
120kDA —>

90kDA —>
SOKDA —>
S0kDA —>

40kDA —>

30kDA —>
0KDA —>

10KDA —>

heceram as bandas

Imais que recon

N°de an

HIAL OUS E AL

66

A Saliva com soro Holandés e Nelore naive B Saliva com soros de Holandés e Nelore da 2° Infestagdo
‘2 B | v = & 8 & z = B | i -
W 1 2 R E 3 _SEey $ !
l". - T0kDa > e e -
i 160kDa > I— .
120kDa > s i : 4 N B
y 90kDa > ‘. i ¥ . ,.. -
iz o > -8 . 4
L 0 > L e
B
‘: S0HDa > B : B - s -
-
= J -
) i | 4000 > e
s i
} s 10k >
i | kx>
i
& i b 7
| B
. i i ggrreePagdreoePEE sy
i ; Z@mog f P PP EExE o S F Y8 Fxomo oz BoF3OBEORE
S N B S N EUd§ErzzaEE§Eraazaodyiioz
g 2P o uE 3 da g 8 87 F 5oy b 2 o2 oo B EREREEE =2 = 8 2 = =
LEg33E=E g ctfisEssssEEpen R Rz B
s s fieazzzs g & R EERT FRF PR HEEEEEEEE
e g §§ g5 2E2 # ﬂ—J Y ! ! I LT—J
= Holmdéslarva Nelorelarva Holand&ninfa Nelore ninfa Holandisadulto  Nelore adulto
Sepunda Infestacio E3 HPB
Il Nelore
Adualtn
| I 1 I [
Ninfa
Larva
MNaive
T 180 170 180 130 115 20 ) 70 63 55 45 4a 40 27 18
Peso mwlecular aproximado (kDa)

Figura 10. Western blot de saliva de R. microplus (segunda infestacao). Foram utilizados 270 pg
de proteinas de saliva por gel. O fendtipo do hospedeiro esta indicado na figura seguido do
estagio de vida do carrapato. A) western blot com soros de animais nagive e geneticamente
suscetiveis (HPB) ou resistentes (Nel); B) western blot com soros de animais resistentes (Nel) e
suscetiveis (HPB) obtidos na segunda infestagdo; C) Representagcdo grafica das bandas protéicas
observadas no Western blot de saliva com soros de bovinos.
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Na Figura 11, observamos que as bandas de 160, 80, 70, 46, 27 e 16 kDa
sao reconhecidas com maior freqiiéncia pelos soros de animais resistentes naive. Com 0s
soros da segunda infestacao esse reconhecimento € invertido tornando-se mais freqiiente

nos animais suscetiveis e em todas as fases do ciclo de vida do carrapato.
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Figura 11. Reconhecimento das principais proteinas da saliva de R microplus pelos soros de
animais resistentes (Nelore) e suscetiveis (HPB) durante a segunda infestacdo e em diferentes
estagios de vida do carrapato.
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Os resultados obtidos com soros da terceira infestacao sao semelhantes aos

resultados obtidos com soros da segunda infestacao (Figura 12).
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Figura 12. Western blot de saliva de R. microplus (terceira infestagdo). Foram utilizados 270 ug de
proteinas de saliva por gel. O fendtipo do hospedeiro esta indicado na figura seguido do estagio
de vida do carrapato. A) western blot com soros de animais naive € geneticamente suscetiveis
(HPB) ou resistentes (Nel); B) western blot com soros de animais resistentes (Nel) e suscetiveis
(HPB) obtidos na terceira infestacdo; C) Representagdo grafica das bandas protéicas observadas
no Western blot de saliva com soros de bovinos.
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As bandas de 160, 130, 80, 70, 40 e 27 kDa sao reconhecidas com maior
freqiiéncia pelos soros dos animais resistentes naive, iSso se inverte com os soros da
terceira infestagcdo, pois os soros dos animais suscetiveis reconhecem essas bandas com

maior freqiiéncia durante todo o ciclo de vida do carrapato (Figura 13).
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Figura 13. Reconhecimento das principais proteinas da saliva de R microplus pelos soros de
animais resistentes (Nelore) e suscetiveis (HPB) durante a terceira infestacdo e em diferentes
estagios de vida do carrapato.
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Resultados obtidos nos western blots de saliva corroboram os resultados
obtidos com os western blots de extrato de larvas nao alimentadas. Sugerimos que o
reconhecimento diferencial de proteinas pelo soro de Nelores infestados logo no inicio do
contato com o parasita (estagio larval da primeira infestacao) pode ser resultante de uma
resposta protetora do hospedeiro resistente e que esteja prejudicando a fixagdo do

carrapato ainda na fase de larva.
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4.3. Western blot de gel bidimensional (2D) de saliva de R. microplus com pool de

soros de animais resistentes e suscetiveis infestados ou ndao

Para melhor identificagao dos reconhecimentos das proteinas presentes na
saliva, foram realizados western blots de géis bidimensionais com pool de soros de animais
resistentes e suscetiveis infestados ou nao com R. microplus (conforme descrito na Tabela
4).

Para alcangar o objetivo da identificagdo dessas proteinas presentes na

saliva foi realizado gel bidimensional de saliva e corado com prata.
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Figura 14. Gel bidimensional de saliva R. microplus corado com prata (60ug). Gel SDS-PAGE
12,5%, tira pH 3-10NL, 13cm (GE Healthcare) com marcador de peso molecular Bench Mark
(Invitrogen).

A saliva em gel 2D corado com prata (Figura 14), apresentou cerca de 180

spots entre o pl 3-10 e peso molecular 9-180 kDa aproximadamente. A maioria dos spots
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estao localizados entre pI 5-8 e peso molecular 15-160 kDa aproximadamente.
Posteriormente foram realizados western blot de saliva com pools de soros de animais
resistentes e suscetiveis (Figuras 15 e 16).

Como demonstrado na Figura 15A, western blot de saliva com pool de soros
de animais suscetiveis naive revelou 2 spots antigénicos, sendo que um dos spots esta
demonstrado pelo nimero 1 cujo plI localiza entre 7-8 e peso molecular entre 100-120kDa
aproximadamente e o segundo spot ¢ o de numero 10 cujo pl localiza entre 8-9 e peso
molecular entre 30-35 kDa aproximadamente. O spot 10 foi reconhecido apenas pelo poo!
de soros dos animais suscetiveis naive.

Ja no western blot de saliva com pool de soros dos animais resistentes naive
(Figural5B) reconheceram um total de 10 spots antigénicos. Os spots de numeros 1, 2, 3,
4, 5 e 6 estdo localizados entre os pl 5-9 e entre os pesos moleculares de 90-130 kDa
aproximadamente. O spot de nimero 7 estd localizado entre os pl 5-6 e entre 0s pesos
moleculares de 50-60 kDa, ja os spots de numeros 11, 12 e 21 estao localizados entre os
pl 3-7 e entre os pesos moleculares de 25-30 kDa aproximadamente. Interessante que
apenas o spot de nimero 1 foi reconhecido por ambos os soros naive e os spots 2, 3,4, 5 e

6 foram reconhecidos somente pelos soros dos animais resistentes naive.
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Figura 15. Western blot de gel bidimensional de saliva de R. microplus. Todos os géis nessa figura
foram corridos em tiras pH 3-10 NL em gel poliacrilamida 12,5 %. A) Gel bidimensional de
saliva corado com prata (esquerda) e western blot (direita) de saliva com pool/ de soros de animais
suscetiveis (HPB) naive. B) Gel bidimensional de saliva corado com prata (esquerda) e western blot
(direita) de saliva com pool de soros de animais resistentes (Nelore) naive.

O western blot de saliva com pool de soros de animais suscetiveis infestados
(Figura 16A) revelou 15 spots antigénicos. Os spots numerados 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 21 e 22 estdo localizados entre os pl 3-10 e entre os pesos moleculares de 20-30
kDa aproximadamente, ja o spot numero 9 esta localizado entre os pl 9-10 e entre os

pesos moleculares de 35-45 kDa aproximadamente e os spots de nimero 1, 7 e 8 estdao
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localizados entre os pl 5-8 e entre o0s pesos moleculares de 40-120 kDa
aproximadamente.

Os spots 1, 7, 11, 12 e 21 que foram reconhecidos pelos soros dos animais
suscetiveis infestados, estes ja tinham sidos reconhecidos pelos soros dos animais
resistentes naive (Figura 15B e 16A).

O spot 1 fo1 reconhecido por todos os soros testados e os spots 15, 16, 17, 18,

19 e 22 foram reconhecidos somente pelos soros dos animais suscetiveis infestados

(Figura 16A).
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Figura 16. Western blot de gel bidimensional de saliva de R. microplus. Todos os géis nessa figura
foram corridos em tiras pH 3-10 NL em gel poliacrilamida 12%. A) Gel bidimensional de saliva
corado com prata (esquerda) e western blot (direita) de saliva com pool/ de soros de animais
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suscetiveis (HPB) de todas as fases da primeira infestacdo (larva, ninfa e adulto). B) Gel
bidimensional de saliva corado com prata (esquerda) e western blot (direita) de saliva com pool de
soros de animais resistentes (Nelore) de todas as fases da primeira infestagao (larva, ninfa e
adulto).

Como pode ser visualizado no western blot de saliva com pool de soros dos
animais resistentes infestados (Figura 16B), houve reconhecimento de 9 spots antigénicos.
Desses 9, os spots 1, 7, 11 e 12 ja tinham sidos reconhecidos pelos soros dos animais
resistentes naive (Figura 15B e 16B), e os spots 1, 7, 8, 9, 11, 12, 13 e 14 foram
reconhecidos também pelo soros dos animais suscetiveis infestados (Figura 16). O spot 20

foi reconhecido somente por soros dos animais resistentes infestados (Fig. 16B).
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4.4. Western blot de gel bidimensional (2D) de GSF de R. microplus com pool de

soros de animais resistentes e suscetiveis infestado ou nao

Um gel de GSF foi corado com prata que posteriormente possa identificar
os spots reconhecidos nos western blots com soros de animais resistentes e suscetiveis.
Na Figura 17, existem inimeros spots que variam entre os pl 3 a 10 e entre

os pesos moleculares de 10 kDa até os 220 kDa aproximadamente.
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Figura 17. Gel bidimensional de glandulas salivares de fémeas de R. microplus corado
com prata (60ug). Gel SDS-PAGE 12,5%, tira utilizada foi pH 3-10NL, 13cm (GE
Healthcare) com marcador de peso molecular Bench Mark (Invitrogen).
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No western blot com pool de soros de animais suscetiveis naive (Figura 18 B),
8 spots sdo reconhecidos, sendo que esses spots sdo de baixo peso molecular variando

entre os pesos moleculares de 10-30 kDa e pl entre 6- 10 aproximadamente.
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Figura 18. Western blot de gel bidimensional de GSF de R. microplus. A) Gel
bidimensional de GSF corado com prata. B) western blot do gel bidimensional de GSF
com pool de soros de animais suscetiveis (HPB) naive.
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Ja no western blot com pool de soros de animais suscetiveis infestados
(Figura 19 B), por volta de 20 spots foram reconhecidos, sendo que alguns desses spots
também foram reconhecidos pelo pool/ de soros dos animais suscetiveis naive, cuja
localizagdo desses spots estdo entre os pesos moleculares de 10 a 35 kDa e PI de 4-10
aproximadamente, sendo que a grande maioria dos spots ndao estao sendo reconhecidos,

como pode ser visto ao comparar com a gel corado com prata (Figura 19 A).
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Figura 19. Western blot de gel bidimensional de GSF de R. microplus. A) Gel
bidimensional de GSF corado com prata. B) western blot do gel bidimensional de GSF
com pool de soros de animais suscetiveis (HPB) de todas as fases da primeira infestagdao
(larva, ninfa e adulto).
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No western blot de GSF com pool de soros de animais resistentes naive
(Figura 20 B), somente 18 spots sdo reconhecidos entre os pesos moleculares de 20 a 70
kDa e pl de 5 a 9 aproximadamente, diferenciando dos spots que foram reconhecidos

pelos pools de soros dos animais suscetiveis infestados ou ndo.
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Figura 20. Western blot de gel bidimensional de GSF de R. microplus. A) Gel
bidimensional de GSF corado com prata. B) western blot do gel bidimensional de GSF
com pool de soros de animais resistentes (Nel) naive.



79

Por ultimo, no western blot GSF com pool de soros de animais resistentes
infestados (Figura 21 B), mostrou que houve reconhecimento de inumeros spots protéicos
cujos pesos moleculares estende-se entre 10 kDa ao de 60 kDa e com pl entre 3 a 10
aproximadamente, também diferenciando dos spots reconhecidos pelos animais
suscetiveis infestados ou ndo com R. microplus. Pode ser visto também que proteinas de
alto peso molecular 60 a 220 kDa e proteinas entre os pesos moleculares de 30 a 60 kDa
entre os pl de 5 a 10 aproximadamente ndo foram reconhecidas mesmo com soro de

animais resistentes infestados.
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Figura 21. Western blot de gel bidimensional de GSF de R. microplus. A) Gel
bidimensional de GSF corado com prata. B) western blot do gel bidimensional de GSF
com pool de soros de animais resistentes (Nel) de todas as fases da primeira infestacao
(larva, ninfa e adulto).
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5. DISCUSSAO

A grande importancia da saliva do carrapato para sucesso da infestagdo
pelos carrapatos a torna um alvo importante da resposta imune a ser induzida por uma
vacina. O presente trabalho tinha como objetivo verificar o padrao de reconhecimento de
proteinas salivares por anticorpos de hospedeiros imunes ao carrapato por meio de
infestacdes e que apresentam diferentes niveis de resisténcia a esse parasita. Essa
abordagem permite determinar se os hospedeiros resistentes reconhecem determinadas
proteinas salivares com exclusividade, fato que os tornaria antigenos candidatos mais
fortes a comporem uma vacina. Como as proteinas soluveis normalmente nao sdo
imunogénicas (HIRATA e SUSSDORF, 1966; MORGAN e WEIGLE, 1980; NELSON-
RAMPY; PARKS; WEIGLE, 1981; CHIRINO; ARY; MARSHALL, 2004), que pode
ser o caso das proteinas salivares, este estudo também permite verificar se e quais
proteinas salivares sao naturalmente imunogénicas para hospedeiros suscetiveis, fato que
os enfraquece como antigenos candidatos, porque tal resposta imune €, aparentemente,
de pouca valia para impedir a hematofagia do carrapato. Permite, por outro lado, focar
os esfor¢os na identificagdo das proteinas salivares silenciosas (isto €, que nao induzem
resposta imune durante infestagdes) que podem constituir os melhores antigenos
vacinais. Para 1sso foram necessarios estudos protedmicos das glandulas salivares e saliva
do carrapato baseando-se na eletroforese e nos western blots de géis de separacao de

proteinas em uma e duas dimensoes.

Diversos trabalhos demonstram, no entanto que hospedeiros picados por
artropodes hematofagos induzem anticorpos especificos para varios componentes
salivares, evidéncias de que pelo menos alguns componentes salivares sao naturalmente

imunogénicos apesar de serem soluveis (Tabela 1).
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Os resultados obtidos nos western blots de saliva mostraram que ocorre um
reconhecimento diferencial de proteinas soluveis pelos soros das ragas suscetiveis e
resistentes. Dessa forma, os resultados sobre os padrdoes de reconhecimento dessas
proteinas soluveis do carrapato podem ser importantes para a identificacdo de proteinas
imunogénicas, principalmente daquelas proteinas reconhecidas pelos soros dos
hospedeiros resistentes e também daquelas proteinas que ndo foram reconhecidas por
nenhum hospedeiro. Essas proteinas podem ser uteis para compor uma vacina
multicomponente, que pode ser administrada com adjuvantes para induzir protecao

contra carrapatos.

5.1. Western blot 1D de extrato de larva nao alimentada e saliva de R. microplus

Cruz et al. (2008) realizaram um estudo no qual investigaram o padrdo de
resposta de anticorpos especificos para antigenos de extratos de glandulas salivares, de
intestino e de larvas de R. microplus produzidos por bovinos suscetiveis “B. t. taurus” 12
vezes infestados, sendo que as seis primeiras infestagdes foram mais intensas e seguidas
de seis infestagdes mais leves. Os resultados mostraram que durante as infestagcdes mais
intensas os niveis de IgG especifica foram maiores do que os niveis presentes durante
infestacdes mais leves. Os niveis também foram inversamente correlacionados com o
peso e quantidade de carrapatos no final do ciclo parasitario. O padrdao modificou com as
infestacdes leves, ocorrendo uma diminui¢ao nos niveis de IgG, provavelmente gragas a
uma menor exposicao a antigenos do carrapato. Em relagdo ao reconhecimento dos
diferentes componentes antigénicos dos extratos de tecidos pelos soros dos bovinos, esses

pesquisadores verificaram que soros obtidos durante as infesta¢des pesadas reconheceram
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um numero maior de antigenos quando comparados com soros obtidos durante as
infestagdes leves. Porém, esse estudo for feito apenas com bovinos de uma raga suscetivel
(Hereford) e ndo foi possivel comparar o padrdo de reconhecimento entre soros de

animais resistentes e suscetiveis frente as amostras testadas.

Com os resultados obtidos aqui acrescentamos informag¢ao ao trabalho
realizado por Cruz et al. (2008). Analisamos o padrdo de reconhecimento entre os
hospedeiros resistentes e suscetiveis em diversas fases do ciclo parasitario (larva, ninfa e
adulto). Os resultados dos western blots de extrato de larvas ndao alimentadas
demonstraram que os soros dos animais das ragas suscetivel (HPB) e resistente (Nelore)
reconheceram perfis diferentes de antigenos sendo que soros dos animais resistentes
reconhecem algumas bandas de extrato de larva com uma maior freqiiéncia e intensidade
em uma fase inicial, no estagio de larva (Figuras 2 e 3) e os soros dos animais suscetiveis
sO passam a apresentar esse padrdo de reconhecimento em uma fase mais tardia da
infestagdo no estagio de ninfa e adulto. Resultado semelhante repete-se na segunda
infestagdo (Figuras 4 e 5), sendo que novamente 0s soros dos animais resistentes,
reconhecem com exclusividade algumas bandas ou com maior freqiiéncia e intensidade
em uma fase inicial da infestagcdo, no estagio de larva quando comparados com os soros
dos animais suscetiveis, que posteriormente o reconhecimento torna-se similar em uma
fase mais tardia da infestacdao, no estagio de ninfa e adulto. J& na terceira infestacao
consecutiva (Figuras 6 e 7), o padrdao de reconhecimento ¢ semelhante entre as ragas
durante todo periodo, embora as bandas de 120, 85 e 36 kDa sdo reconhecidas
exclusivamente por soros dos animais resistentes na fase inicial da infestacao, no estagio

de larva.
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Os resultados obtidos com o estudo de saliva foram muito interessantes e
corroboraram os resultados obtidos nos western blots de extrato de larvas nao alimentadas.
Soros de animais resistentes obtidos no periodo pré infestacao (animais “naive”) e quando
infestados pela primeira vez com o estagio de larva reconhecem as bandas de 130, 70, 46,

44,27 e 16 kDa quase que exclusivamente (Figuras 8 € 9).

Ja na segunda (Figuras 10 e 11) e terceira (Figuras 12 e 13) infestagdes o
padrdo de reconhecimento ¢é invertido quando comparado com o padrao observado na
primeira infestacao: os soros dos animais suscetiveis passaram a reconhecer bandas com
maior freqiiéncia e intensidade. Essas modificagdes dos padrdes de reconhecimento das
proteinas do carrapato durante a infestacdo e com as repetidas infestagoes, ja tinha sido
visto por Vaz Jr. et al. (1994), que mostraram que soros de bovinos infestados
reconheceram varias proteinas das amostras do R. microplus e que algumas bandas
protéicas deixam de ser reconhecidas e outras passam a ser reconhecidas durante a
infestagdo. Essas modificagdes podem estar ocorrendo porque o carrapato modula o
repertério de sua saliva para garantir o repasto sanguineo, assim evadindo da resposta
imune do hospedeiro. No hospedeiro suscetivel essa modulagdo parece ser muito mais
importante. Kashino et al. (2005) demonstraram que ocorre uma diminuigdo significativa
nos niveis de anticorpos dos animais suscetiveis intensamente infestados, sugerindo que a
partir de determinado limiar de infestagdo hda uma modulac¢ao na atividade dos linfécitos
B e/ou maior depuragdo nos niveis séricos das imunoglobulinas com diminui¢ao de sua
meia vida, coisa que ndo ocorreria nos hospedeiros resistentes. Por outro lado, nesse
mesmo trabalho foi mostrado que o nivel de anticorpos de subclasse IgG1 anti-saliva do carrapato é
diretamente proporcional ao nivel de infestagdo e, consequentemente, as quantidades de saliva
noculadas nos hospedeiros; ja o nivel de exposicao a saliva ndo afeta a quantidade de anticorpos

IgG2 especificos. Essas observagdes foram feitas em soros coletados ao término de um ano, periodo
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durante o qual os animais foram manejados em pastos infestados, embora com niveis diferentes de
larvas infestantes conforme a estagdo. Um trabalho recente mostrou que o padrdo de imunidade
apresentado por apicultores imunes a veneno de abelha iniciava-se com producdo de IL4, IL-13 e
IFN-y que diminuia rapidamente apds a exposi¢ao continuada ao veneno mudando para produgao
de IL-10. Com a interrupgao da exposicdo dos apicultores ao veneno, o padrao de citocinas

retornava ao inicial MEILER et al., 2008).

Essa modulagdo no padrao de resposta pode ocorrer nos hospedeiros
infestados com carrapato devido a saliva do carrapato possuir proteinas ligantes de
imunoglobulinas PLIGs (WANG; NUTTALL, 1995), uma vez que as PLIGs podem
afetar a ligacdo das IgGs ao receptor neonatal. Esses receptores promovem a recirculagdo
das IgGs e aumentam sua meia vida. Modificagdes das IgGs que inibem essa interagao
causam uma rapida diminuicao dos niveis plasmaticos das IgGs (VACCARO et al.,
2005; HINTON et al., 2003), permitindo assim a saliva do carrapato modular o padrdo
de resposta, modificando de um padrao de resposta do tipo TH1 pro-inflamatoério para
um padrdao de resposta do tipo TH2 anti-inflamatério. Podendo também modificar o
padrao de reconhecimento das proteinas, como parece ocorrer nos western blots acima

(itens 4.1 e 4.2).

Hannier et al. (2003 e 2004) mostraram também que componentes
presentes na saliva do carrapato Ixodes ricinus inibem os linfécitos B. Esses hospedeiros
resistentes, além de ndo apresentarem modulagdo na resposta de anticorpos, conseguem
de alguma maneira reconhecer varias proteinas exclusivamente ou com maior freqiiéncia
nos periodos de maior importancia que é no periodo de pré infestacdo “naive” e no

periodo inicial das infestagdes, no estagio de larva (item 4.1 e 4.2).
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Com esses resultados, podemos sugerir que as proteinas que estdo sendo
reconhecidas por soros dos hospedeiros resistentes no periodo de pré-infestagdo naive e
no periodo inicial da infestagdo, no estagio de larva, podem ser importantes na
resisténcia ao carrapato. Os animais resistentes naive podem apresentar anticorpos
induzidos por outros parasitas e patdgenos que fazem reacao cruzada com antigenos
importantes de carrapatos. Sabemos que a fase parasitdria do ciclo de vida de R. microplus
se inicia quando a larva esta no solo e sobe no hospedeiro em busca de um sitio para se
fixar e, entdo, a larva infestante da inicio a hematofagia (GONZALES, 1974 e 1975).
Essa fase inicial do ciclo é de extrema importancia para a continuidade do parasitismo
exercido por esses ectoparasitas e, por conseqiiéncia, para o sucesso reprodutivo do
carrapato. Com base nos resultados aqui obtidos, sugerimos que o reconhecimento
diferencial de proteinas pelo soro de Nelores infestados resistentes logo no inicio do
contato com o parasita (estagio larval da primeira infestacao), pode ser resultante de uma
resposta protetora do hospedeiro resistente e que esteja prejudicando a fixagdo do

carrapato ainda na fase de larva.

Segundo Verissimo (1991) ¢ durante a hematofagia principalmente no
momento da fixagdo, que ocorre uma reac¢ao inflamatoria, a qual ¢ mais intensa nos
animais resistentes. Também Carvalho et al. (2008) demonstraram que proteinas
relacionadas com atividades anti-inflamatérias estdo mais expressa em hospedeiros
suscetiveis, enquanto que proteinas relacionadas com atividades pré-inflamatorias estao
mais expressas em hospedeiros resistentes, mostrando que a inflamagdo ¢ prejudicial ao
carrapato e que essas proteinas reconhecidas pelos hospedeiros resistentes no inicio da
infestagdo podem estar auxiliando na resposta inflamatoria, portanto os hospedeiros
resistentes conseguem interferir principalmente no inicio da hematofagia, como mostram

os resultados obtidos nos western blots de extrato de larva ndo alimentadas e de saliva
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(item 4.1 e 4.2), assim esses animais apresentariam uma menor carga parasitaria o que €
de fato observado experimentalmente com esses animais a campo. Salvo a influéncia de
outros fatores inerentes a raga, que também podem contribuir para a resisténcia ao
carrapato, vale ressaltar que a identificagdo dessas proteinas é de extrema importancia
para o entendimento dos mecanismos de resposta imune do hospedeiro que levam a uma
maior resisténcia a esses ectoparasitas e, conseqiientemente, para o desenvolvimento de

vacinas anticarrapato.

5.2. Western blot de géis 2D de saliva e glandulas salivares de fémeas de R.

microplus

Devido a grande complexidade de varios parasitas € aos mecanismos de
escapes que eles desenvolveram em relagdo as defesas de seus hospedeiros, torna-se
necessario o mapeamento antigénico das proteinas desses parasitas para desenvolvimento
de alternativas de controle. Para possibilitar uma melhor identificagdo das proteinas
imunogénicas, técnicas de eletroforese de géis bidimensionais seguido de western blots
com soros de hospedeiros imunes frente a antigenos parasitarios vém sendo utilizados
para identificacdo dessas proteinas imunogénicas que podem posteriormente ser

utilizadas para desenvolvimento de vacinas multicomponentes.

Trabalho com leishmaniose, aonde abordagens proteOmicas para o
mapeamento antigénico da Leishmania donovani vém sendo desenvolvidos com auxilio da
técnica de eletroforese de géis bidimensionais seguido de western blots. Soros de pacientes
imunes foram utilizados para analisar a imunogenicidade frente aos antigenos da

Leishmania e varios spots imunogénicos foram evidenciados entre os soros dos pacientes
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promovendo informagdes que podem ser importantes para desenvolvimento de vacinas

(FORGBER et al., 2006; GUPTA et al., 2007).

Trabalhos envolvendo ectoparasitas, inclusive carrapatos, também estdo
utilizando essa metodologia de identificacdo de novos antigenos. Madden et al. (2002 e
2004) identificaram e caracterizaram antigenos salivares de Amblyomma americanum e
Amblyvomma maculatum. Observaram que a maioria das proteinas antigénicas presentes
de forma abundante na saliva de A. americanum e A. maculatum eram derivados do
hospedeiro. Em ndo se tratando de um artefato técnico, provavelmente foram
modificadas pelo carrapato passando a serem reconhecidas como estranhos pelo proprio
hospedeiro. Oleaga et al. (2007) estudaram extratos de glandulas salivares de carrapatos
da familia Argasidae, Ornithodoros moubata e Ornithodoros erraticus, que sao de corpo mole
e alimentam-se por apenas horas (versus dias para os carrapatos de corpo duro).
Observaram que das cerca de 70 proteinas do extrato de glandulas salivares de O.
moubata, apenas 25% eram antigénicas, sendo a maioria aquelas presentes em maior
abundancia. De grande interesse era o fato de todos serem isoformas da mesma proteina,
a TSGP1 (AAN76828) que é uma lipocalina. O significado dessa redundancia ¢é
desconhecido. Por outro lado, o spot identificado como sendo da moubatina, uma outra
lipocalina de fung¢ao anti-plaquetéria, ndo era antigénico para o hospedeiro suino imune
a saliva por meio de infestagdo. Entre as proteinas salivares naturalmente imunogénicas
de O. erraticus, esse autores verificaram que uma era uma lipocalina, também presente em
grandes quantidades no extrato, e as outras estdo envolvidas em fungdes ditas
housekeeping. Como foram reconhecidos por soros de suinos infestados os autores
postulam que, mesmo tendo funcao housekeeping, devem ser secretados na saliva.

Em relagdo a resposta humoral contra antigenos de outros ectoparasitas,

um estudo realizado em modelo de sarna, os soros de suinos infestados com Sarcoptes
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scabiei reagiram diferencialmente contra antigenos desse parasita conforme a
manifestacao clinica da infestacao, se de cronicidade ou hipersensiblidade (RAMBOZZI

et al., 2007).

A resposta humoral também vem sendo estudado em maldria para
identificacdo de novos antigenos para desenvolvimento de vacina. Um estudo foi
realizado com criangas apresentando diferentes desfechos clinicos apos infec¢des com
Plasmodium falciparum. Os soros desses pacientes foram utilizados para analisar o perfil de
reconhecimento de antigenos do P. falciparum com intuito de identificar antigenos que
podem estar relacionados com protegao. A analise da resposta humoral demonstrou que
h4 um reconhecimento diferencial de antigenos em nivel de especificidade e afinidade e
que o padrdo de reconhecimento correlaciona-se com os desfecho clinico. Os antigenos
reconhecidos por individuos mais resistentes posteriormente podem ser utilizados no

desenvolvimento de vacina (GRAY et al., 2007).

Nenhum estudo envolvendo o carrapato R. microplus com soros de bovinos
resistentes e suscetiveis € imunes por meio de infestagdes foi realizado. Como os
resultados de western blots de géis 1D demonstraram ser muito interessantes, assim
continuamos com o objetivo de identificar novos antigenos imunogénicos, agora com
auxilio das técnicas dos trabalhos acima citados. Os resultados do mapeamento
antigénico das proteinas salivares do R. microplus mostram que foi possivel identificar
proteinas salivares que estdo sendo reconhecidas diferencialmente por soros de
hospedeiros resistentes e suscetiveis, resultando em informag¢des mais detalhada sobre a
relacdo parasita/hospedeiro para serem utilizadas posteriormente em trabalhos
relacionados com o desenvolvimento de vacina multicomponente. Prevemos que a
maioria das proteinas salivares secretadas na saliva nao seriam imunogénicas por serem

soluveis (HIRATA e SUSSDOREF, 1966; MORGAN e WEIGLE, 1980; NELSON-
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RAMPY et al, 1981; CHIRINO; ARY; MARSHALL, 2004). De fato, foi o constatado,
mesmo quando empregamos soros de bovinos geneticamente resistentes. Resta agora
identificar as fungbes biologicas daquelas que sdo, ou nao, reconhecidas durante
infestacOes para deduzir quais entre elas serdao os melhores antigenos vacinais. As

proteinas naturalmente nao-imunogénicas podem ir a sé-los por meio de agregacao

(MORGAN e WEIGLE, 1980; NELSON-RAMPY et al., 1981) e/ou adjuvantes.

Nos resultados obtidos nos western blots de géis bidimensionais de saliva
(item 4.3), os soros dos animais suscetiveis infestados reconheceram um numero maior
de spots do que os soros dos animais resistentes infestados (Figura 16), porém soros
coletados no periodo antes da infestagdo reconheceram nimero maior de spots quando
comparado com os soros similares dos animais suscetiveis (Figura 15). Essas proteinas
reconhecidas precocemente pelos bovinos resistentes ainda naive podem, entdo, ser alvos
importantes para conferir a resisténcia ao carrapato. As especificidades dos anticorpos
dos animais ainda nao expostos a carrapatos (naives) podem derivar de reatividade cruzada
entre antigenos salivares de diferentes artropodes hematofagos e acaros, porém essa reatividade
cruzada ainda nao foi descrita, mas a anotagao do transcriptoma gerado pelo nosso grupo de
pesquisa indica que as glandulas salivares de R. microplus contém varios genes similares a outros de
Anopheles, Aedes, € Dermatophagoides. Esse fato pode explicar o reconhecimento de antigenos salivares

por soros de animais naive.

Os resultados com géis 2D de glandulas salivares de fémeas (item 4.4)
mostram que esse material possui maior complexidade protéica do que a saliva, o que €
de se esperar. Ja os resultados de western blots de GSF com soros de bovinos resistentes e
suscetiveis demonstraram uma inversao no padrdao de reconhecimento obtido com saliva:

os soros dos animais resistentes, infestados ou nao, reconhecem um numero maior de
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spots do que os soros dos animais suscetiveis. Além desse achado, verificou-se que os
soros de animais resistentes reconheceram diversas proteinas que nao estdo presentes em
saliva. Cabe perguntar de que forma ocorreu a sensibilizacao dos bovinos resistentes com
proteinas que nao sao encontradas na saliva secretada. Uma explicagdo € que as amostras
de saliva e das glandulas salivares sao de fémeas que se alimentaram em hospedeiros
suscetiveis e nao em hospedeiros resistentes. Através de trabalhos anteriores do nosso
grupo (MARUYAMA dissertagdo de mestrado) sabemos que as glandulas salivares que
vém de carrapatos alimentados nesses dois tipos de hospedeiros apresentam padroes
bastante diferentes de expressao génica e, muito possivelmente, essa diferenga se estende
a composicdo protéica da saliva. Portanto, a composi¢do protéica da saliva varia
dependendo do hospedeiro em que o carrapato esta se alimentando e o animal resistente
pode ter sido sensibilizado com proteinas diferentes que o animal suscetivel.

Com o presente trabalho pode-se entender com mais profundidade a
relagdo parasita/hospedeiro por meio do reconhecimento diferencial de varias proteinas
em diversas fases do parasitismo. Também foi possivel mostrar que diversas proteinas
podem ser importantes no contexto da resisténcia e até mesmo da composi¢do de uma
vacina multicomponente. Esses resultados confirmaram a hipétese de trabalho de que
hospedeiros resistentes reconhecem proteinas parasitarias distintas daquelas reconhecidas
por hospedeiros suscetiveis. Também confirma que varias proteinas ndao estdo sendo
reconhecidas por nenhum hospedeiro, proteinas essas que podem ser muito Uteis para
desenvolvimento de uma vacina, uma vez que essas proteinas “silenciosas” estao sendo
secretadas pelo carrapato durante a hematofagia por razdes bioldgicas importantes.
Agora ¢ necessario um estudo protedmico mais aprofundado tanto das proteinas
naturalmente imunogénicas quanto das proteinas “silenciosas” ou ndao imunogénicas,

uma vez que foi demonstrando em trabalho com cobaias vacinadas contra antigenos
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salivares de I scapularis, mostrando um aumento na taxa de rejeicdo, prolongando o
tempo da hematofagia e mostrando sinais de inflamag¢do, assim indicando uma resposta
imune protetora (KOTSYFAKIS et al.,, 2008). Com proteoma das amostras do R.
microplus, podemos identificar com exatiddo as proteinas que foram reconhecidas por
cada raga de animal e em cada fase, para sabermos suas fungdes e posteriormente utiliza-
las em um estudo similar ao desenvolvido com I. scapularis, para desenvolvimento de

uma vacina multicomponente que proteja contra carrapato.
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6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos com os western blots de proteinas de saliva e larvas
ndo alimentadas de R. microplus separadas em uma dimensdo mostram que O
reconhecimento das proteinas varia conforme:

1) O fenétipo de infestagdo apresentado pelo hospedeiro bovino se de
resisténcia ou suscetibilidade;

2) A fase de desenvolvimento do carrapato durante a qual os soros dos
bovinos foram coletados, se larva, ninfa ou adulto;

3) O numero de vezes que o hospedeiro foi infestado, se uma, duas ou
trés vezes.

Esses resultados sugerem que o padrao de anticorpo ao qual o hospedeiro é
exposto varia, mas também a meia vida dos anticorpos parece estar sendo afetada pela
infestacao.

Também mostram que o hospedeiro bovino, tanto do fendtipo suscetivel
quanto do resistente, possui anticorpos especificos para varias proteinas parasitarias antes
de serem expostos ao carrapato. Esse reconhecimento pode representar reatividade
cruzada com proteinas de outros endoparasitas e ectoparasitas aos quais possa ter tido
contato.

Os resultados obtidos com os western blots de proteinas de saliva e extrato
de glandulas salivares de fémea de R. microplus separadas em duas dimensdes mostram:

1) Que o reconhecimento de proteinas varia conforme o fenotipo de
infestacdo, havendo spots reconhecidos pelos dois tipos de hospedeiros e outros

reconhecidos exclusivamente por um ou outro fenotipo;
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2) Que a maioria do conteudo protéico da saliva e da glandula salivar
ndo sao reconhecidos por anticorpos dos hospedeiros, mesmo aqueles que sao
suscetiveis;

3) Os soros dos animais resistentes infestados reconhecem um numero
maior de componentes presentes na glandula salivar.

Sugerindo que a saliva de carrapato alimentado em bovinos resistentes
possui proteinas que estao presentes nas glandulas salivares do carrapato alimentado nos
bovinos suscetiveis, mas que nao sdo secretados ou sdo secretados em pequenas
quantidades.

Assim podemos sugerir que algumas dessas proteinas identificadas podem
estar relacionadas com fenotipo de resisténcia e podem ser uteis para uma vacina
multicomponente. Também sugerimos que as proteinas nao imunogénicas podem

constituir bons antigenos vacinais.
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