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Resumo

RESUMO

GARCIA, G.R. Estudo do proteoma e imunoproteoma salivar do carrapato de
bovinos, Rhipicephalus (Boophilus) microplus, para identificacao e caracterizacio de
antigenos silenciosos. Tese (Doutorado) - Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,

Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2013. 241p.

Infestacdes com Rhipicephalus microplus, o carrapato dos bovinos, causam enormes
prejuizos econdmicos para a pecudria. Os carrapatos estdo desenvolvendo resisténcia aos
carrapaticidas que, além dessa desvantagem, deixam residuos em carne e leite. Vacinas
anticarrapato representam uma alternativa sustentavel de controle de infestagdes, mas as
atualmente disponiveis tém efeitos parciais e transitorios. Surge, assim, a necessidade de
identificar novos antigenos vacinais. Para alcancar esse objetivo este trabalho explora o
fato de que bovinos apresentam fendétipos contrastantes e herddveis de infestacdes que sdo
especificos de certas ragas. Além disso, o nivel de imunidade do hospedeiro afeta a
transcricao de genes de glandulas salivares do carrapato, 6rgdo que produz proteinas que
medeiam o parasitismo. A hipétese de trabalho € a que os diferentes niveis da imunidade
anticarrapato do hospedeiro afetam, também, a composicao salivar do parasita. Assim, em
carrapatos alimentando-se em hospedeiros resistentes as proteinas que sdo cruciais ao
parasitismo poderao estar ausentes ou deficientes na sua saliva e por isso os carrapatos nao
terminam sua refei¢do de sangue. A neutralizacdo dessas mesmas proteinas pela imunidade
humoral pode ter o mesmo efeito e por isso, essas proteinas constituem bons antigenos
vacinais. Assim, o objetivo do trabalho foi identificar novos antigenos vacinais em saliva
de fémeas e glandulas salivares de ninfas, machos e fémeas de carrapatos alimentados em
hospedeiros resistentes e suscetiveis, bem como em larvas ndo alimentadas oriundas de
ovos de fémeas alimentadas nestes mesmos hospedeiros. Para isso, foram empregadas
abordagens de sequenciamento de nova geracdo "RNA-Seq" (454) e abordagens
protedmicas, como andlise diferencial em gel (DIGE) e Western Blots (imunoproteoma)
seguido de sequenciamento de massa, além da tecnologia de identificacdo de proteinas
multidimensionais (ou Multidimensional Protein Identification Technology, MudPIT) para
descrever o proteoma das glandulas salivares e da saliva de fémeas. A andlise
transcriptdmica resultou no sequencimanto de 1.999.086 reads que permitiu identificar e
classificar 11.676 sequéncias codificadoras (CDS), muitas das quais (3.600 CDS) contém

peptideo sinal que € indicativo de secrecdo, portanto podendo estar presente na saliva e
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Resumo

apresentar funcdo importante na hematofagia. Por meio de MudPIT, identificamos 321
proteinas salivares diferentes, além de 126 proteinas no DIGE e 266 proteinas nos
imunoproteomas. Muitas dessas proteinas podem ser consideradas antigenos potenciais por
estarem associadas com a hematofagia/parasitismo, tais como proteases, nucleases,
inibidores de proteases, peptideos antimicrobianos, proteinas de fixacdo, entre outros,
inclusive proteinas ainda ndo caracterizadas. A maioria dos genes codificantes dessas
proteinas estd mais expressa em carrapatos alimentados em hospedeiros suscetiveis,
principalmente em carrapatos machos. Além disso, muitas dessas proteinas ndo sao
reconhecidas por soros bovinos, inclusive soros de bovinos infestados, embora soros de
bovinos infestados e resistentes ao carrapato apresente a maioria das reatividades. O
conjunto dos resultados sugere que em nivel de proteina a composi¢ao da saliva também é
afetada pelos diferentes niveis de imunidade dos hospedeiros, além de variar com o ciclo
de vida do carrapato. Desse modo, concluimos que as estratégias de investigacao
empregadas foram satisfatorias para identificar um conjunto de antigenos salivares do
carrapato R. microplus que representam proteinas alvos para compor vacinas

multicomponentes anticarrapato.

Palavras-chave: carrapato Rhipicephalus microplus, sialotranscriptoma - 454 sequencing

technology, imunoproteoma, proteomas salivares do carrapato, MudPIT e DIGE.
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Abstract

ABSTRACT

GARCIA, G.R. Study of salivary proteome and immunoproteome of cattle tick,
Rhipicephalus (Boophilus) microplus, for identification and characterization of silent
antigens. Thesis (PhD degree) - Ribeirdo Preto School of Medicine, University of Sao
Paulo, Ribeirdao Preto, 2013. 241p.

Infestation with Rhipicephalus microplus, the cattle tick, causes huge economic losses to
livestock. Ticks are developing resistance to acaricides that, besides this disadvantage,
leave residues in meat and milk. The anti tick vaccines represent a sustainable alternative
of the infestations control, but the currently available has partial and transient effects. Thus
arises the need to identify new vaccine antigens. To achieve this goal, this work explores
the fact that cattle exhibit contrasting phenotypes and inheritable of infestations that are
specific to certain breeds. Furthermore, the level of immunity of the host affects gene
transcription tick salivary gland, organ that produces proteins that mediate the parasitism.
The working hypothesis is that different levels of anti tick immunity of host affect also the
salivary composition of the parasite. So in ticks feeding on resistant hosts the proteins that
are crucial to parasitism may be absent or deficient in their saliva, and by this the ticks do
not finish your meal blood. The neutralization of these same proteins by humoral immunity
can have the same effect and by this, these proteins are good vaccine antigens. So, the aim
of the study was to identify new vaccine antigens in saliva from females and salivary
glands of nymphs, males and females of ticks fed on resistant and susceptible hosts as well
as in unfed larvae originating from eggs of females fed on these same hosts. To this, were
employed sequencing approaches of new generation "RNA-Seq" (454) and proteomic
approaches, such as differential analysis in gel (DIGE) and Western Blots
(immunoproteomics) followed by sequencing mass, besides the Multidimensional Protein
Identification Technology (MudPIT) to describe the proteome of the salivary glands and
saliva of females. The transcriptomics analysis identified 11,676 coding sequences (CDS),
many of which (3,600 CDS) contain predicted signal peptide indicative of secretion,
therefore may be present in saliva and provide an important function in blood feeding.
Through MudPIT, we identify 321 different salivary proteins, besides 126 proteins in
DIGE and 266 proteins in immunoproteomics. Many of these proteins may be considered
as potential antigens to be associated with the blood meal/ parasitism, such as proteases,

nucleases, protease inhibitors, antimicrobial peptides, proteins of attachment, among
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Abstract

others, including proteins not yet characterized. Most of the genes encoding of these
proteins are more expressed in ticks fed on susceptible hosts, especially in male ticks.
Moreover, many of these proteins are not recognized by bovine sera, including sera from
infested hosts, although sera from infested and resistant host to tick present the most
reactivities. The overall results suggest that in protein level, the composition of saliva is
also affected by the different levels of immunity of the host, besides vary with the tick life
cycle. Thus, we conclude that the research strategies employed were satisfactory to identify
a set of tick salivary antigens from R. microplus that represent target proteins for

composing anti tick multicomponent vaccines.

Keywords: Rhipicephalus microplus tick, sialotranscriptome - 454 sequencing technology,

immunoproteome, tick salivary proteomes, MudPIT and DIGE.
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1. Introducao

1.1. Biologia do carrapato Rhipicephalus microplus: caracteristicas, prejuizos e
ciclo de vida

Rhipicephalus microplus, anteriormente conhecido como Boophilus microplus ou
carrapato dos bovinos, é um ectoparasita hematéfago que necessita obrigatoriamente
passar sua vida sobre esses hospedeiros ingerindo linfa, substratos teciduais e sangue.
Pertence ao filo Arhropoda, classe Arachnida, familia Ixodidae, e por pertencer a esta
familia € considerado carrapato de corpo duro. Geralmente esti presente em regides
tropicais e subtropicais onde o calor e a umidade propiciam condi¢cdes favordveis a
sobrevivéncia e manuten¢ao de sua espécie (1).

Esse artropode hemat6fago é muito importante para o setor pecudrio, pois causa
enormes prejuizos ao produtor. Os prejuizos causados podem ser divididos em biolégicos,
afetando o hospedeiro e a producdo animal em decorréncia da transmissdo de doencas e
acOes espoliativas diretas aos hospedeiros, ou podem ser econdmicos, aqueles mais
claramente percebidos pelos produtores, que sao causados pelas perdas produtivas e pelos
gastos mensais com insumos e mao-de-obra necessdrios para o controle desse ectoparasita.

Ainda hoje, os carrapatos apresentam alta incidéncia e prevaléncia no Brasil e,
mesmo em paises desenvolvidos como a Austrdlia, devido as complexidades associadas no
seu combate e pelo desconhecimento dos produtores sobre informagdes especificas
necessdrias a adoc¢do de praticas efetivas de controle (2, 3).

Devido a essas complexidades, o Grupo Consultivo para a Pesquisa Agricola
Internacional (do inglés, Consultative Group for International Agricultural Research)
considera o carrapato uma das trés principais causas de prejuizos a producdo animal. Em
razdo desses, a economia do Brasil sofre expressivamente por possuir o maior rebanho
bovino comercial do mundo. Estima-se que o prejuizo nacional seja de US$ 2 bilhdes/ano
e em nivel global ultrapassam os US$ 13 bilhdes/ano.

Em relacdo ao ciclo de vida do R. microplus, este divide-se em fase de vida livre
(ambiente) e fase de vida parasitaria (hospedeiro) (Figura 1). A fase de vida livre tem
inicio com o periodo de pré-postura, apos a queda da teledgina ingurgitada que apds dois a
trés dias inicia a fase de postura dos ovos. Essa fase dura, em média, 17 dias e é seguida da
fase de eclosdo para a qual sdo necessarios de cinco a dez dias, podendo, no entanto, durar

até mais de 100 dias. Apds a eclos@o das neolarvas € necessario um periodo de quatro a 20
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dias para que se tornem larvas infestantes. Além disso, as larvas podem ficar mais de seis
meses sem se alimentar. Em geral, a fase de vida livre varia de acordo com as condi¢des
climéticas, sendo diretamente afetadas pela temperatura e umidade. O tempo de vida livre
do carrapato dos bovinos fica em torno de 28 a 51 dias, podendo se estender a mais de 300
dias quando as condi¢cdes ambientais ndo sdo favordveis. Em condi¢des otimas de
temperatura e umidade o processo entre a queda até a eclosdo de neolarvas tem duragao de
aproximandamente um mes (4).

Ja a fase de vida parasitdria geralmente € constante nas regides que apresenta
disseminagao do R. microplus (5). Essa fase inicia-se quando a larva infestante sobe no
hospedeiro. Uma vez no hospedeiro, a larva infestante passa, entdo, a ser larva parasitaria e
transforma-se em metalarva, sendo necessdrios para essa transformagdo cinco dias em
média. Além dessa, outras transformacdes sao necessdrias para que esse artropode chegue
ao estdgio adulto. As transformagdes mais determinantes acontecem em média de 7 em 7
dias, sendo de larva para ninfa e ninfa para adulto, respectivamente, seguido do
ingurgitamento da telegina.

As larvas alimentam-se preferencialmente de plasma até que ocorra a primeira
muda que d4 origem a ninfa, que por sua vez sofre muda originando adultos, carrapatos
machos ou fémeas. Quando adultos, estes vdo se acasalar e as fémeas fecundadas
continuam o processo de hematofagia. O sangue torna-se o principal constituinte alimentar
nos momentos que precedem o rdpido ingurgitamento das ninfas e, principalmente das
fémeas (6, 7).

O acasalamento acontece a partir do 17° dia da infestacdo (3° dia da fase adulta),
sendo que apds a copula ocorre um rdpido ingurgitamento, podendo as f€émeas aumentar
em até 200 vezes seu peso (8). Apds o ingurgitamento e queda da fémea, esta pode
produzir de 2.000 a 3.000 ovos. Os machos permanecem mais tempo sobre o bovino,
podendo entdo se acasalam com outras fémeas (9).

De maneira geral, todo o processo entre a fixac¢do, alimentacdo, troca de cuticula,
fase adulta e acasalamento, assim como para o ingurgitamento e queda das fémeas demora

em média de 18 a 26 dias, sob condi¢des ideais.
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Fase parasitaria:

1- larva infectante realizando a
fixacdo no bovino;

2- ninfa;

3- teledgina em estdgio final de

ingurgitamento.

Fase de vida livre:

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

5- ovos, no solo, em periodo de

incubacdo;

6- larva infectante no solo.

Figura 1. Ciclo de vida do carrapato R. microplus. Esquema simplificado do ciclo de vida do
carrapato R. microplus. Fase parasitaria e fase de vida livre. Adaptado de (10).

1.2. Interface parasita/hospedeiro

O entendimento sobre a dinamica da relagdo parasita/hospedeiro entre R.
microplus/bovino é fundamental para estudo de métodos de controle do carrapato. Uma
maneira de desvendar os mecanismos de parasitismo do R. microplus € investigar
minunciosamente a composicdo de suas glandulas salivares através do transcriptoma e
proteoma deste Orgdo, correlacionando-os com os estidgios de desenvolvimento do
carrapato e, principalmente, com os diferentes niveis de imunidade dos seus hospedeiros
bovinos, se bovinos geneticamente resistentes ou suscetiveis as infestagcoes.

O hospedeiro preferencial do R. microplus é o bovino, sendo que as infestagdes
mais intensas acontecem em bovinos taurinos de origem europeia (por ex. Bos taurus
taurus - Holandé€s preto e branco) e as menos intensas em bovinos zebuinos de origem
indiana ou asidtica (por ex. Bos taurus indicus - Nelore). Em épocas de grande infestacao
nas pastagens 0s ovinos, equinos, caninos, caprinos, veado, e at¢ mesmo o homem e outros
mamiferos também podem ser hospedeiros do R. microplus (4). Fatores como sexo, idade e
outros que afetam a resisténcia dos bovinos ao carrapato sio discutidos na literatura, sendo

araga o fator de maior importancia e com grande consenso entre os diferentes autores.
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Virios pesquisadores mostram que os zebuinos sdo os hospedeiros mais resistentes
(R), enquanto que os bovinos da raca taurina sdo os mais suscetiveis (S) ao carrapato (5,
11-15), sendo herdavel o fenétipo da infestagdo. Prova disso € que nos bovinos hibridos
quanto maior o grau de sangue zebuino, maior a resisténcia ao R. microplus (11, 14-16),
portanto no contexto de elucidar os mecanismos de resisténcia aos carrapatos, os bovinos
constituem o unico modelo no qual é possivel examinar, numa mesma espécie, 0S
desfechos distintos de resisténcia e suscetibilidade das infestacbes com R. microplus.
Apesar disso, existem poucos estudos sobre os correlatos imunes desses fendtipos
contrastantes, sendo que a maioria dos estudos sobre aquisi¢ao de resisténcia ao carrapato
em bovinos avalia o fendmeno em racas taurinas. Embora os animais de ragas taurinas
desenvolvam imunidade ndo conseguem controlam as infestagcdes com a mesma eficiéncia
das racgas zebuinas. Poucos estudos examinam, de forma a0 mesmo tempo comparativa e
abrangente, os perfis dos diferentes mecanismos efetores imunes anticarrapatos nas
diferentes ragas de bovinos.

Existem vdrias explicacdes para a diferenca observada na resisténcia ao carrapato
dos taurinos e zebuinos, tais como caracteristicas da pele, odores, comportamento do
animal como a autolimpeza, resposta imune, inflamatéria, hemostética, dentre outros
fatores (5, 17-21). A resisténcia ao R. microplus nao esta associada apenas ao nimero de
carrapatos encontrado por hospedeiro, mas também na viabilidade das fémeas. Se a
refeicdo de sangue for deficiente em quantidade e/ou qualidade esse estdgio serd afetado
negativamente quanto ao tamanho e peso das fémeas e/ou quanto a massa de ovos
depositada pelas fémeas e/ou na taxa de eclosdo de ovos e na viabilidade das futuras larvas
originadas (22), afetando assim o sucesso reprodutivo da espécie.

Portanto, para o carrapato completar eficientemente sua refeicdo de sangue,
independente do hospedeiro em que estd se alimentando, este precisa lidar com as
tentativas do hospedeiro de manter sua homeostasia em resposta a agressdo porque essa
resposta interfere na hematofagia, sendo ela composta de resposta imune, inflamacgdo e
coagulacdo. Para isso, o carrapato usa, entdo, o complexo farmacoldgico bioativo presente
em sua saliva para facilitar o acesso ao sangue e para escapar das respostas efetoras de seus
hospedeiros (23-25). A saliva dos carrapatos contém inimeras moléculas que medeiam o
parasitismo, tais como moléculas vasodilatadoras, imunossupressoras, anti-inflamatorias,
ligantes de histamina e imunoglobulinas, ligantes de quimiocinas, inibidoras de trombina e

de agregacdo plaquetdria, inibidora do sistema complemento, inativadora da bradicilina e
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anafilotoxina, moléculas de fixagdo (cimento e cola), metaloproteases, dentre outras (23,
25-27). Esses constituintes salivares variam de acordo com a espécie de carrapato, sendo
complementar as respostas dos hospedeiros naturais (28). O carrapato secreta grandes
quantidades desses constituintes farmacolégicos bioativos no hospedeiro enquanto se
alimenta nele (29). Embora isso aconteca, muitos desses constituintes salivares nao sao
reconhecidos naturalmente pelos hospedeiros, mesmo apds repetidas infestacdes. Estes
antigenos sdo conhecidos como antigenos silenciosos que, apds ensaios de vacinagdo, esses
podem conferir protecdo (30). Além disso, a glandula salivar também ¢é fundamental ao
parasitismo pois € o 6rgdo osmorregulador do carrapato. Nesse sentido, tanto a saliva
quanto a glandula salivar sdo alvos em potenciais de busca de novas formas de combater
esse parasita.

Em contrapartida, certas espécies de hospedeiros contornam eficientemente a
evasdo desse ectoparasita e montam respostas que anulam as moléculas bioativas presentes
na saliva do carrapato, consequentemente interrompe a refeicdo sanguinea e expulsa o
carrapato do local da fixacdo. A literatura sugere que as respostas eficazes contra o
carrapato envolvem anticorpos contra proteinas salivares (glandula salivar e saliva) (31),
além de apresentar niveis de expressdao alterados de proteinas de fase aguda
(haptoglobulina e amildide sérica A), citocinas e quimiocinas (17, 32, 33), padrao de
linfécitos T especificos tipo Thl e hipersensibilidade tardia cutdnea com participagcdo de

basofilos (20, 34).

1.3. Controle do R. microplus: agentes quimicos e vacinas

O controle do carrapato R. microplus, atualmente, € realizado através de agentes
quimicos e/ou vacinas, porém estes estdo aquém do necessario.

Em relagcdo aos agentes quimicos, estes possuem pregos elevados aos produtores e
tém levado a contaminacdo do meio ambiente, a presenca de residuos em carne e leite e o
surgimento e multiplicagdo de parasitas resistentes (35, 36). Além desses fatores, o uso de
agentes quimicos ficou ainda mais restrito com o estabelecimento de barreiras sanitdrias
contra residuos quimicos (37).

Em decorréncia disso, muitos grupos almejam desenvolver vacinas contra
ectoparasitas. Depois que Trager (1939) demonstrou que a resisténcia a carrapatos poderia

ser trasmitida por soro de animais infestados (38), muitos laboratérios tentaram
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desenvolver vacinas anticarrapato. Para isso, tornou-se necessdrio a busca de antigenos
vacinais através de vdrias estratégias, dentre estas, hd do antigeno oculto (39). Essa
estratégia emprega o uso de antigenos que ndo foi exposto ao hospedeiro durante uma
infestacdo natural e que por isso ndo deve ter gerado mecanismo de escape do parasito por
pressao seletiva, podendo gerar mecanismos imunoldgicos mais eficientes.

Atualmente existem duas vacinas anticarrapato comercialmente disponiveis
baseadas nesse conceito, TICK-GARD (australiana) (40) e GAVAC (cubana) (41) que, em
tese, seriam métodos de controle sustentdveis. Estas empregam o antigeno Bm86, uma
glicoproteina intestinal de R. microplus. No caso dessas vacinas, os anticorpos dos
hospedeiros ligam-se a superficie das células intestinais do carrapato causando a lise,
consequentemente interferindo na nutricio desses ectoparasitas, assim reduzindo a
infestacdo e a capacidade reprodutiva das fémeas. Porém, a eficiénia de ambas as vacinas é
bastante contestada por ser muito varidvel e pouco duradora (42, 43), tornando
indispensavel o uso combinado de acaricidas com refor¢o da vacina, dificultando assim o
manejo da mesma. Isso ocorre devido a falta de exposi¢do frequente do hospedeiro ao
antigeno da vacina, situacdo que ndo acontece com antigenos salivares, e com a falta de
melhores adjuvantes € dificil de preservar a imunidade nesses hospedeiros.

Além disso, o carrapato € um parasita extremamente complexo e serd dificil de ser
controlado por uma vacina contendo apenas um antigeno alvo. Com isso, surge a
necessidade em desenvolver novas alternativas sustentdveis para o controle do carrapato,
tais como novas vacinas e marcadores de resisténcia (44, 45).

Vacinas multicomponentes vém sendo desenvolvidas e testadas em doencas como
malédria e tuberculose (46-49), por apresentar diversos antigenos em sua formulacgdo.
Vacina baseada nesse conceito induz mdaltiplos niveis de imunidade, o que facilita a
solucdo de problemas associados a restricdo genética da resposta imune, diversidade
genética dos antigenos e mecanismos de escape do parasita, tal como a redundancia de
moléculas descritas. Portanto, o desenvolvimento de vacina € uma maneira eficiente de
controlar a infestacio por carrapato.

Sabemos que a resposta imune anticarrapato dos hospedeiros € um processo
fisiolégico que decorre da agressio exercida pelo parasita. Essa resposta afeta
profundamente a expressdo génica (50) e, consequentemente, a producdo de proteinas
nesses ectoparasitas. Esse fendmeno € atestado pelos indmeros mecanismos de escape

desenvolvido pelo carrapato. Também sabemos que alteracdes nos padrdes de expressao
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génica necessariamente acompanham os diferentes estdgios de vida do carrapato, inclusive
nas suas glandulas salivares. Induzir imunidade contra um determinado antigeno candidato
expresso apenas no comeco ou no final do ciclo poderad ter pouca utilidade. Portanto,
estudos de proteomas e transcriptomas de constituintes salivares associados aos estagios de
desenvolvimento e a origem de refeicdo sanguinea do carrapato, se em hospedeiro
resistente ou suscetivel, s@o necessdrios para a busca de novos antigenos vacinais que

abrangem todo o ciclo de vida do carrapato.

1.4. Identificacdo de novos antigenos candidatos a vacinas anticarrapato

Atualmente muitos grupos que estudam as infestacdes ocasionadas pelos carrapatos
tém buscado novos antigenos capazes de induzir imunidade protetora em seus hospedeiros,
consequentemente controlar as infestacdes exercidas por estes carrapatos. Com o avanco
das abordagens "Omicas" em vdrias dreas, alguns grupos comecaram a utilizar essas
metodologias de alto desempenho e processividade aliadas a bioinformatica para busca de
novos antigenos vacinais em carrapato. Estas abordagens incluem andlises gendmicas,
transcriptomicas e protedmicas que permitem andlisar diversos pardmetros, tais como
indicativo de secrecdo, presenca de epitopos, tamanho da sequéncia, possivel funcdo
molecular, dentre outras informacgdes, permitindo assim a identificacio de um maior
nimero de antigenos.

Atualmente, estdo disponiveis transcriptomas e/ou proteomas do carrapato R.
sanguineus (51), Antricola delacruzi (52), Ixodes scapularis (53, 54), Ixodes ricinus (55),
Amblyomma variegatum (56), Amblyomma americanum (57), dentre outros (26), os quais
foram resolvidos por tecnologias que possuem limitagdes e menor resolucdo, sendo que
somente o transcriptoma do carrapato Amblyomma maculatum empregou tecnologia de
sequenciamento de nova geracdo (RNAseq), gerando assim uma quantidade maior e mais
completa sobre informag¢des do carrapto em questao.

Nesse sentido, alguns grupos empregam estas abordagens para buscar e estudar
antigenos ocultos como candidatos vacinais (30, 58-63), enquanto que outros buscam e
estudam os antigenos expostos como o0s constituintes salivares de carrapato que estdo

associados ao parasitismo/hematofagia (23, 27, 28, 64, 65).
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Em relacdo as vacinas compostas de antigenos ocultos, estas podem apresentar
protecdo parcial em bovinos, além de ndo estimularem de maneira eficiente a producao de
anticorpos protetores (66), enquanto que os antigenos expostos como, por exemplo, os
antigenos salivares podem apresentar uma maior protecdo porque podem conferir
imunidade de memdria por meio da re-estimulagdo que ocorre durante a exposi¢do ao
carrapato eventualmente presente em pastos (67).

No caso do carrapato R. microplus, estdo disponiveis algumas bases de dados para
busca de antigenos, porém estas estdo aquém do necessario. H4 disponivel uma base de
dados de cDNAs expressos em R. microplus, denominada como base de dados BmiGI,
contendo 42.512 ESTs (do inglés, Expressed Sequence Tags) (68). Esta foi construida a
partir de um pool de RNAm de tecidos de R. microplus submetidos a diferentes situacdes,
tais como calor, frio, infeccdo com hemoparasitas, exposi¢cdo a odor do hospedeiros e a
diferentes niveis de resisténcia a acaricidas. Além disso, também tem disponivel uma base
de dados do R. microplus que apresenta 1,8 Gigabase de DNA originados a partir de ovos e
larvas do carrapato (69), porém estas carecem em informagdes sobre a biologia do
carrapato (estagio de desenvolvimento) e sobre constituintes salivares que possam estar
associados ao parasitismo.

Para suprir em parte essas lacunas nas informagdes sobre a biologia do carrapato e
sobre 0s constituintes salivares, nosso grupo executou um transcriptoma sequenciando com
tecnologia Sanger ESTs de bibliotecas de cDNA construidas com estratégia SMART (50).
Esse transcriptoma foi obtido a partir de larvas ndo alimentadas oriundas de fémeas
alimentadas em hospedeiros resistentes ou suscetiveis (LNARmR e LNARmS), bem como
glandulas salivares de ninfas, machos e fémeas também alimentadas nesses hospedeiros
(GSNRmR, GSMRmR, GSFRmR, GSNRmR, GSMRmS e GSFRmS) e foram agrupados
em 3.342 contigs, derivados de 7.923 ESTs. A abundincia de vdrias sequéncias
codificantes variava de acordo com o nivel de imunidade do hospedeiro no qual o estagio
do carrapato se alimentava. Essa plataforma e essa estratégia para construir o transcriptoma
permitiram identificar vdrios antigenos salivares candidatos em potenciais a compor uma
vacina anticarrapato. Além disso, alguns dos antigenos identificados nessa plataforma
foram empregados em uma vacina multicomponente e testados em bovinos suscetiveis
(70). Bovinos que foram vacinados com recombinantes de proteinas salivares obtiveram
uma alta protecdo, afetando a infestagdo e a viabilidade das fémeas alimentadas nesses

hospedeiros, além de apresentar imunidade de memdria com prensenga de anticorpos
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especificos contra antigenos salivares do carrapato (67), validando assim a nossa estratégia
de busca de antigenos vacinais.

Um estudo recente identificou 105 proteinas do intestino de R. microplus por meio
do sequenciamento de extrato de intestino separado em duas dimensdes (71). Esse nivel de
resolucdo sugere que andlises proteOmicas podem representar boas estratégias para
identificar antigenos candidatos a comporem vacinas.

Apesar de todas essas informacdes disponiveis, ainda falta um estudo em R.
microplus que abrange os constituintes salivares frente a diferentes niveis de imunidade do
hospedeiro e estdgios de desenvolvimento do carrapato, abrangendo em conjunto e de
forma mais completa as andlises transcriptomicas e protedmicas. Para isso, o presente
trabalho propds construir e sequenciar novas bibliotecas de glandulas salivares do
carrapato, semelhante ao jd realizado pelo nosso grupo, porém, com tecnologia de
sequenciamento de nova geracdo (RNAseq). Essa tecnologia permite a identificagao de um
volume maior de sequéncias, principalmente de sequéncias completas. Além dessa
estratégia, este trabalho ird empregar andlises protedmicas dessas amostras salivares
utilizando a tecnologia de identificacdo de proteinas multidimensional (MudPIT - do
inglés, Multidimensional Protein Identification Technology) que também permite
identificar e analisar uma ampla gama de proteinas, incluindo proteinas de membrana,
proteinas hidrofébicas fortemente &4cidas e bdsicas, bem como proteinas de baixa
abundancia presentes nestes extratos protéicos complexos (72, 73). Além das anélises
protedmicas, também serdo realizadas andlises diferenciais em géis 2D (DIGE - do inglés,
Differential Gel Electrophoresis) para avaliar a expressdo diferencial de proteinas do
carrapato quando alimentado em diferentes hospedeiros, além de andlises de
imunoproteoma que empregam o sequenciamento de proteinas salivares reconhecidas, ou
ndo, por soros de bovinos resistentes e suscetiveis infestados, ou ndo, com R. microplus.

Proteinas presentes em quantidades diferentes e/ou reconhecidas de forma
diferencial pelos dois tipos de hospedeiros bovinos podem representar bons antigenos
vacinais. Uma proteina menos abundante na saliva de carrapatos que se alimentam em
hospedeiro resistente e/ou uma proteina reconhecida somente por hospedeiros resistentes
pode representar um constituinte essencial do parasitismo. Se faltar na saliva do carrapato
ou for neutralizada pela imunidade do hospedeiro a refeicao de sangue serd mal sucedida.

Portanto, o objetivo deste trabalho € identificar novos antigenos vacinais em saliva

de fémeas e glandulas salivares de ninfas (GSN), machos (GSM) e fémeas (GSF) de
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carrapatos alimentados em hospedeiros resistentes e suscetiveis, bem como em larvas nao
alimentadas (LNA) oriundas de ovos de fémeas alimentadas nestes mesmos hospedeiros.
Com isso, podemos aprimorar nosso entendimento de como o carrapato R. microplus faz
para parasitar os diferentes hospedeiros e como a imunidade desses hospedeiros pode
afetar a expressao de genes e proteinas do carrapato. Também podemos identificar quais
proteinas sao importantes em cada estdgio de desenvolvimento do carrapato quando

alimentado em hospedeiro resistente e suscetivel.
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2. Objetivos
2.1. Objetivo Geral

Identificar antigenos protetores para compor uma vacina que controle infestagdes com
o carrapato dos bovinos e descrever em profundidade os mecanismos de parasitismo do

carrapato dos bovinos.

2.2. Objetivos Especificos

Coletar glandulas salivares de carrapatos em estigio de ninfa, macho e fémea e
saliva de fémea alimentadas em bovinos geneticamente resistentes ou suscetiveis ao

parasita ao longo de todo o periodo de hematofagia (coleta didria, até o fim do ciclo).

e Descrever os salivomas de ninfas e adultos de carrapatos alimentados em bovinos
geneticamente resistentes e suscetiveis;

e Identificar os componentes do salivoma que sdo reconhecidos, ou ndo, por soros de
bovinos naturalmente infestados e assinalar sua fung¢do biolégica putativa por meio
do banco de sequéncias anotadas;

e [dentificar a sequéncia e a func¢do bioldgica dos antigenos silenciosos presentes
diferencialmente em saliva e glandulas salivares (GSs) de carrapatos alimentados

em hospedeiros geneticamente resistentes ou suscetiveis.
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3. Material e Métodos

O estudo foi realizado seguindo normas da Comissio de Etica em Experimentacio
Animal da FMRP-USP (Protocolo n° 102/2009). Todos os protocolos que utilizaram Kkits
comerciais seguiram as recomendacdes dos fabricantes, quando presentes as modificagcdes
foram descritas. Um fluxograma do delineamento experimental deste trabalho € ilustrado

na Figura 3 no item 3.7 desta secao.

3.1. Carrapatos Rhipicephalus microplus

Os carrapatos utilizados nesse estudo foram obtidos a partir da colonia de R.
microplus do Laboratério de Imunoparasitologia da FMRP-USP coletados na regido de
Ribeirao Preto-SP. A coldnia de carrapatos foi mantida através de infestacdes periddicas
em bovinos.

Bovinos das racas Holandesa (HPB, 4 animais) e Nelore (4 animais) foram
submetidos a infestagdes artificiais com aproximadamente 10 mil larvas e 20 mil larvas
ndo alimentadas de R. microplus, respectivamente. As infestacoes foram realizadas
utilizando cameras de panos de algodao coladas aos flancos direito e esquerdo de cada
animal (Figura 2). Os bovinos foram acompanhados durante a infestacdo para obtencao dos
diferentes estdgios do ciclo de vida do carrapato. Os carrapatos foram mantidos em estufas
incubadoras de B.O.D. (Tecnal, Piracicaba, Brasil) sob condi¢des ideais de temperatura,
umidade e fotoperiodo até sua utilizagdo. Estes animais receberam manejo intensivo

durante todos os experimentos de infestagdes.

3.1.1. Larvas
Larvas nao alimentadas (LNA) provindas dos ovos de fémeas que se alimentaram
em hospedeiro geneticamente suscetivel (LNARmS) ou resistentes (LNARmR) as
infestagcdes, foram obtidas apds o periodo de oviposi¢do das fémeas. Larvas eclodidas de 1
a 3 semanas foram utilizadas para obtencdo de extrato protéico e para extracdo de RNA

total.
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Figura 2. Modelo experimental de infestagdo. Bovino da raga B. taurus taurus (Holandés

Preto e Branco — HPB) preso no brete, durante infestacdo com R. microplus.

3.1.2. Ninfas
Ninfas alimentadas em bovinos suscetiveis (NRmS) e resistentes (NRmR) foram
coletadas em diferentes dias de alimentacdo (9, 10, 11, 12 e 13 dias apds o inicio da
infestacdo) e de diferentes infestagdes e animais. LLogo apds cada coleta, estas ninfas foram
usadas para extracdo de glandulas salivares (GS) e posteriormente estas foram empregadas

para obtengao de extratos protéicos e para extragdo de RNA total (GSNRmS e GSNRmR).

3.1.3. Adultos - machos e fémeas
Carrapatos machos e fémeas alimentados em bovinos suscetiveis (MRmS e FRmS,
respectivamente) e resistentes (MRmR e FRmR, respectivamente) foram coletados em
diferentes dias de alimentagdo (16, 17, 18, 19, 20 dias apds o inicio da infestacdo) e de
diferentes infestacOes e animais. Logo apds cada coleta, estes carrapatos adultos foram
usados para extracdo de glandulas salivares (GS) e posteriormente estas foram empregadas
para obtencdo dos extratos protéicos e para extracio de RNA total (GSMRmS e

GSMRmR; GSFRmS e GSFRmR).
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3.2. Obtencao de RNA e extratos proteicos de R. microplus
3.2.1. Extracao e quantificacio dos extratos proteicos

Todas as amostras foram coletadas utilizando materiais estéreis, autoclavados e

muflados.

3.2.1.1. Larvas nao alimentadas

Para obtenc¢ao dos extratos de LNAs, as larvas (LNARmS e LNARmR) oriundas de
aproximadamente 1g de massa de ovos foram acondicionadas em criotubos de 4 ml e
congeladas com nitrogénio liquido. Em seguida, foram adicionados RNA later (Extragdo
de RNA), dgua Millig ou 1,5ml de tampdo fosfato (PBS- NaCl 1,37 M, KCI 27 mM,
Na2HPO4 81 mM, KH2PO4 15 mM) e inibidores de proteases com volume final de 20%
(Complete, Mini EDTA-free — Roche). Estas foram trituradas com homogeinizador T10
basic - Ultra-Turrax (IKA® Works, Inc. Wilmington, USA) sonicadas e congeladas com
nitrogénio liquido e descongelada em banho Maria 56°C por 7 vezes, em seguida esse
material foi centrifugado a 14.000g por 30 minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado e a
concentracdo protéica foi determinada com kit Coomassie assay (Pierce, Rockford, IL) e

posteriormente armazenado a -70° C até o uso.

3.2.1.2. Glandulas salivares de ninfas, machos e fémeas

Ninfas, machos e fémeas (NRmS ¢ NRmR; MRmS ¢ MRmR; FRmS ¢ FRmR,
respectivamente) foram empregados para dissecacdo e extracdo das glandulas salivares sob
lupa em RNA later (Extragao de RNA), dgua Milliq ou PBS estéril e inibidores de protease
com volume final de 20% (Complete, Mini EDTA-free — Roche). As glandulas salivares
obtidas foram empregadas para obtencdo dos extratos de GSNRmS, GSRmR, GSMRmS,
GSMRmR, GSFRmS e GSFRmR, conforme métodos do item 3.2.1.1. Para obtencdo dos
proteomas, tampao de solubilizacdo (7M uréia, 2M thioureia, 0,2% SDS, 1% DTT, 2%
Triton X-100, inibidor protease e nuclease) compativel com MudPIT foi adicionado a estes

extratos.
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3.2.1.3. Saliva

Fémeas ingurgitadas em bovinos HPB e Nelore foram coletadas para obtenciao da
saliva (SalivaS e SalivaR, respectivamente). Estas foram lavadas em PBS, posteriormente
secadas em papel de filtro e fixadas com fita adesiva em placas com a parte ventral do
corpo voltado para cima. Em seguida foi administrado com uma seringa de 10 ml, uma
solucdo a 0,2% de dopamina (Revivan®) diluida em PBS em temperatura ambiente (T.A.).
A administragdo de dopamina induz a contracdo dos &4cinos das glandulas salivares,
estimulando a salivacdo. As salivas (SalivaRmS e SalivaRmR) foram coletadas em tubo e
mantidas em gelo. A cada 1 ml de saliva foi acrescentado inibidor de protease com volume
final de 20% (Complete, Mini EDTA-free — Roche), juntamente com 25ul de EDTA 1M e
50ul de DTT 1M. Posteriormente, a concentracdo protéica e armazenamento desses

extratos foram realizados conforme itens 3.2.1.1 ¢ 3.2.1.2.

3.2.2. Extracao e quantificacao do RNA total

Para a obtencao de RNA total, as larvas (obtidas conforme item 3.2.1.1) foram
embebidas em 1,5 mL de reagente Trizol (Invitrogen), enquanto que para as GSs (obtidas
conforme item 3.2.1.2) foi retirado o RNA later e adicionado 800 ul de reagente Trizol.
Todas as amostras foram entdo trituradas com homogeneizador T10 basic - Ultra-Turrax
(IKA® Works, Inc. Wilmington, USA), seguindo a extracdo do RNA total com o kit SV
Total RNA Isolation System (Promega) conforme recomendac¢des do fabricante com
algumas modificacdes. Brevemente, essas suspensdes de extrato celular e Trizol foram
transferidas para um tubo contendo 200ul de cloroférmio para cada 1 ml da suspensdo
celular, em seguida homogeneizado manualmente e incubado em T.A., por 15 minutos.
Posteriormente a mistura foi centrifugada a 12.000 g, por 10 minutos (T.A.). A solucdo
transparente do lisado (+ 500 pl) foi adquirida e transferida para um novo tubo contendo
300 ul de etanol 95% e apdés homogeneizacao cuidadosa a solucdo foi transferida para a
coluna de afinidade de RNA. A coluna foi centrifugada a 12.000g, por 1 min. a T.A. e o
eluato descartado. A solugdo posteriormente recebeu tampdes especificos do Kkit,
intercalados por centrifugacdes de 1 min. a 12000 g. Na sequéncia as amostras foram
eluidas da coluna em 50 pl de dgua livre de nucleases. Uma aliquota do eluato foi usada

para quantificacio de RNA no Nanodrop® e outra para andlise pelo Bioanalyzer®. Em
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seguida estes RNAs total foram empregados para sintese de cDNAs e posteriormente para

preparagdo das bibliotecas.

3.3. Sialotranscriptoma do carrapato R. microplus

3.3.1. Preparacio das bibliotecas e sequenciamento

Para producdo do sialotranscriptoma do carrapato R. microplus foram construidas
oito bibliotecas de cDNA ndo normalizadas (a saber, LNARmMS, LNARmR, GSNRmS,
GSNRmR, GSMRmS, GSMRmR, GSFRmS e GSFRmR). Para isso, RNA mensageiro
(RNAm) foi isolado a partir de 20ug de RNA total (Descrito no item 3.2.2) com o kit
Oligotex (Qiagen, Valencia, CA). A fracdo enriquecida de RNAm foi convertido para uma
biblioteca de cDNA com adaptadores primario com cdédigo de barras, compativeis com o
sistema 454, como publicado previamente (74). Apds a constru¢do da biblioteca, as
bibliotecas foram quantificadas utilizando fluorimetro Qubit (Invitrogen, CA), e os
tamanhos dos fragmentos médios foram determinados por andlise de 1ul das amostras no
Bioanalyzer (Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA, EUA) utilizando um chip de
DNA 7500. As bibliotecas foram diluidas até 1x10° moléculas/u em forma de pool.
Amplificacdo clonal baseada em emulsdo e sequenciamento foram realizados a partir de
placa cheias em sequenciador 454 Genome Sequencer FLX system (454 Life Sciences,
Branford, CT). O sequenciamento foi realizado no Centro de Gendmica Comparativa e
Funcional W. M. Keck, Centro de Biotecnologia Roy J. Carver da Universidade de Illinois
em Urbana-Champaign de acordo com as instru¢des do fabricante (454 Life Sciences,
Branford, CT). Os processamentos dos sinais foram realizadas utilizando o pacote de dados

de analise Software-454 versao 2.3.

3.3.2. Bioinformatica e analises estatistica

Andlise por bioinformdtica deste estudo foi realizado conforme publicado
previamente por Karim e colaboradores 2011 (75). Os programas de computador utilizados
foram escritos e fornecidos em Visual Basic 6.0 (Microsoft, Redmond, Washington) pelo

Dr. José M. Ribeiro do NIAID / NIH — Rockville — USA. As buscas dos contigs contra
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véarios bancos de dados foram realizadas utilizando blastx, blastn ou rpsblast para obter
uma visao sobre as transcri¢des salivares de R. microplus.

Os bancos de dados utilizados foram de proteinas nao redundantes (NR) do Centro
Nacional de Informacgdes sobre Biotecnologia (NCBI) e serdo descritos a seguir: Gene
Ontology (GO), FASTA (76), o banco de dados Swissprot, Base de dados de sequéncias
salivares de carrapatos previamente publicadas (25), Bancos de dados personalizados do
GenBank contendo sequéncias mitocondriais e de nucleotideos de RNA ribossomal e o
Banco de dados de dominios conservados do NCBI (77) contendo motifs SMART (78),
KOG (79) e Pfam (80).

Muiltiplos alinhamentos de sequéncias foram realizados utilizando o algoritmo
Clustal W (81). Andlises filogenéticas foram determinadas utilizando o método Neighbor -
Joining (NJ), executado com o software MEGA 5.05 (82). O né de suporte de cada subtipo
foi avaliado utilizando a andlise de bootstrap com 1.000 repeticdes e as distancias
evolutivas foram determinadas utilizando o método de Jones-Taylor-Thornton (JTT) (83).
Estas andlises foram realizadas apenas em sequéncias completas, em outras palavras, em
sequéncias que possuem metionina inicial (Met) e c6don de terminagdo, além de previsto
peptideo sinal que é indicativo de secrecdo. Sequéncias completas que apresentaram
muitos "frame shifts" (também chamado de erro de enquadramento) foram excluidas das
andlises.

Testes de chi-quadrado foram realizados em andlises de comparacdes entre
transcritos de diferentes bibliotecas do carrapato R. microplus. O p value <0.05 foi usado

para estabilizar o nivel de significncia nas analises.

3.4. Proteomas do carrapato R. microplus - MudPIT

Extratos de LNARmS, LNARmR, SalivaS, SalivaR, GSNRmS, GSNRmR,
GSMRmS, GSMRmR, GSFRmS e GSFRmR, obtidos conforme item 3.2.1, foram
sequenciados pela tecnologia MudPIT, totalizando 10 proteomas de R. microplus. Para
cada amostra, 10 ul de solug@o foi removida para o processamento e diluida para 100ul
com 100 mM de bicarbonato de amdnio. Estas amostras foram reduzidas com 5 pl de 10
mM ditiotreitol no bicarbonato de amodnio 0,1 M em T.A. por 30 minutos. Em seguida,
estas foram alquiladas com 5 pl de 50 mM iodoacetamida em 0,1 M bicarbonato de

amonio em T.A. por 30 min. As amostras foram, entdo, digeridas com lug de tripsina por
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aproximadamente 14 horas e depois a reacdo de digestdo foi interrompida com 5% (v:v) de
acido acético glacial. Cada amostra foi dessalinizada antes da andlise de espectrometria de
massa.

O sistema LC-MS (do inglés, Liquid Chromatography—Mass Spectrometry)
consistiu de um sistema hibrido de espectrometro de massa LTQ-Orbitrap Thermo
Electron com uma fonte idnica ‘“nanospray” conectado a uma coluna capilar de fase
reversa C18 Waters NanoAcquity. A coluna CI8 interage com uma coluna de troca
catidnica forte (SCX- do inglés, strong cation exchange). Uma solugdo final de 2-5 ug foi
injetada nestas colunas. Os peptideos que ndo estavam presos a coluna SCX foram, entdo,
eluidos por um gradiente de acetonitrila a 0.1 M de 4cido férmico com uma vazao de 0,4
ul/min., durante 60 minutos. Apos esse fracionamento de fluxo continuo, oito fracdes de
troca i6nica foram eluidas na coluna C18, utilizando aliquotas de concentra¢des crescentes
de acetato de amoénio. Cada fracdo de troca idnica foi analisada por um gradiente de
acetonitrila a 0.1M de acido férmico com uma vazao de 0,4 ul/min., durante 60 minutos. A
fonte de ions nanospray foi operada a 3,5 kV. A digestdo foi analisada colocando o dobro
da capacidade de aquisi¢do do aparelho, para determinar o peso molecular do peptideos e
os espectros de ions, que serviram para determinar as sequéncias de aminodcidos. Este
modo de andlise produz cerca de 100.000 espectros CAD por fragdo de troca idnica que
variam em abundancia ao longo de varias ordens de magnitude. Nem todos os espectros de
CAD sao derivados de peptideos.

Os dados do sequenciamento de cada amostra foram analisados por busca em banco
de dados usando Sequest search algorithm. Nosso novo sialotranscriptoma de R. microplus
serviu como banco de dados para essas buscas, uma vez que o R. microplus nao possui
genoma completo sequenciado. Os peptideos e proteinas identificadas nas amostras foram
salvos em arquivo de formato Scaffold.

Para a confiabilidade da identificacdo dos peptideos, utilizamos os seguintes
critérios de andlises no software Scaffold: 1) minimo de 2 peptideos tnicos para cada
proteina identificada, 2) 99% de probabilidade minima de identificagdo da proteina e 3)

95% de probabilidade minima de identificacao do peptideo.
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3.5. DIGE

3.5.1. Preparacao dos extratos protéicos

As proteinas extraidas de LNARmS, LNARmR, GSNRmS, GSNRmR, GSFRmS e
GSFRmR, conforme o item 3.2.1, foram empregadas para andlise diferencial em gel. Os
extratos protéicos foram todos ajustados para uma concentragdo de Smg/ml em pHS8,5. Os
CyDye 5nmol (Ge Healthcare, USA) foram ressuspendidos para uma concentragdo final de
Inmol/ul em DMF (dimetilformamida), em seguida pipetamos 2ul da solu¢do Inmol/ul e
acrescetamos 3ul de DMF para obter uma solugao de trabalho de 400pmol/ul.

Para as andlises diferenciais fizemos as seguintes combinacdes experimentais em
duplicatas (Tabela 1): combina¢des entre LNARmMS ¢ LNARmR; GSNRmS e GSNRmR;
GSFRmS e GSFRmR, totalizando 9 tiras, sendo 3 tiras para cada combinagao
experimental, a saber: 2 tiras contendo amostras marcadas com CyDye e 1 tira para gel
preparativo empregado na coleta dos spots diferencialmente expressos.

A tabela 1 mostra detalhadamente as combinacdes experimentais realizadas
empregando as amostras mencionadas anteriormente. Por exemplo, para combinacdo de
LNARmMS e LNARmR, 1 tira recebeu extrato protéico d¢ LNARmS marcado com Cy3,
além do extrato de LNARmMR marcado com Cy5 e do controle interno (CI) da reacdo com
extratos de LNARmS + LNARmR marcados com Cy2. Na outra tira foram invertidas as
marcacdes para evitar favorecimento de marcacao para determinada amostra, ou seja, essa
tira recebeu extrato protéico de LNARmS marcado com Cy5, além de extrato de LNARmR
marcado com Cy3 e como CI da rea¢do com extratos de LNARmS + LNARmR marcados
com Cy?2.

Portanto, para cada marcagdo (Cy2, Cy3 ou Cy5) adicionamos 1pul da solucdo de
trabalho em 50 pg de proteina mencionadas anteriormente, em seguida esta solucdo foi
misturada, centrifugada e incubada por 30min em gelo protegido da luz. Para bloquear a
reacdo, lul de lisina a 10mM foi adicionado e incubado por 10min. em gelo.

Posteriormente, estas amostras marcadas foram empregadas para hidratagcdo das tiras.
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Tabela 1. Modelo experimental usado nos experimentos DIGEs

LNARmMS x LNARmR | GSNRmS x GSNRmR | GSFRmS x GSFRmR
Gel 1 Gel 2 Gel 3 Gel 4 Gel 5 Gel 6

Cy2 CI* CI* CI* CI* CI* Cr*
Cy3 LNARmMS LNARmR | GSNRmS GSNRmR | GSFRmS GSFRmR

Cy5s LNARmR  LNARmS | GSNRmR GSNRmS | GSFRmR GSFRmS

*CI: Controle Interno da rea¢do - Marcagdo das amostras testadas em cada experimento
com Cy2. Para o experimento de LNA- LNARmS + LNARmR; para o de GSN- GSNRmS
+ GSNRmR e para o de GSF- GSFRmS + GSFRmR.

3.5.2. Hidratacao das tiras e focalizacao isoelétrica

Para corrida da primeira dimensao, tiras IPG lineares de 13 cm de pH 3-10 (GE
Healthcare, USA) foram reidratadas por 20 horas em T.A. em 250 pL de solucdo de
reidratacdo (GE Healthcare, USA) suplementado com 1% IPG buffer pH 3-10L (GE
Healthcare, USA) e extrato protéico previamente marcados com os CyDye, usando
IPGBox (GE Healthcare, USA).

No caso das tiras empregadas no preparo dos géis preparativos foram adicionadas
150 ug de proteina de cada amostra (por ex. no experimento entre LNARmS x LNARmR,
usamos 150 pug de proteina de LNARmS + 150 pg de proteina de LNARmMR em uma tnica
tira) em seguida estas foram hidratadas como descrito acima.

Ap6s a reidratagao, as tiras foram empregadas para focalizagao isoelétrica (IEF, do
inglés - isoelectric focusing) a 20°C usando Ettan IPGphor 3 (GE Healthcare, USA). A
IEF foi conduzida em 300V por 12h seguido de 1000V até acumular 800Vh, em seguida
8000V até acumular 11300Vh e 8000V para 4400Vh, totalizando 20100V em um tempo
aproximadamente de 16h20min. usando aparatos do Ettan II IPGphor (GE Healthcare,
USA). Apés a focalizagdo isoelétrica, as tiras foram retiradas e armazenadas em tubo de

vidro protegido da luz no -70°C até a corrida da segunda dimensao.
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3.5.3. Corrida de gel 2D

O procedimento para obtencdo de géis bidimensionais em géis de poliacrilamida
(gel 2D) foram realizados de acordo com Yatsuda e colaboradores (84). Resumidamente,
as tiras foram equilibradas em solucdo de equilibrio (50 mM Tris, 6M uréia, 2% SDS, 30%
glicerol, pH 8,8) contendo primeiramente DTT (10 mg /ml) por 20 min. sob leve agitacdo,
e posteriormente, iodoacetamida (25 mg /ml) por outros 20 min. sob leve agitacao.

A segunda dimensao foi realizada em géis SDS de poliacrilamida (12,5%) em cuba
SE600 (GE Healthcare, USA) com amperagem de 25mA/4gel por 17h30min. com
temperatura constante a 4°C, usando banho termostiatico Multitemplll (Ge Healthcare,
USA). Pesos moleculares foram adicionados ao lado de cada tira/gel (All Blue-Precision
Plus Protein Standart- Biorad). Placas de baixa fluorecéncia (GE Healthcare, USA) foram
usadas para minimizar o background de fluorescéncia durante os escaneamentos dos géis.

Ap6s a corrida da segunda dimensdo, o gel preparativo foi fixado em solucdo de
fixacdo (15% de etanol e 1% dacido citico pH 2,3) por 16h e corado com deep purple (Ge
Healthcare, USA) conforme recomendacdes do fabricante, em seguida lavado com etanol
15% e mantido a 4°C até a coleta dos spots.

Os géis cujas proteinas estavam marcadas com CyDye foram empregados para

aquisicdes de imagens e posteriormente andlises de expressao diferencial.

3.5.4. Aquisicao de imagem dos géis, analise estatistica e coleta dos spots

Os géis, cujas proteinas marcadas com CyDye (Tabela 1) foram escaneados no
Typhoon Trio (Ge Helthcare, USA) com os comprimentos de ondas de: 520BP Cy2 Blue
(488/520 nm) normal, 580BP Cy3 Green (532/580 nm) normal e 670BP Cy5 Red (633/670
nm) normal. Os PMTs (do inglés, photomultiplier tube) usados em cada gel estdo descritos
na Tabela 2.

As imagens foram analisadas usando programa ImageMaster 2D Platinum 6.0 (GE
Healthcare, USA). As andlises estatisticas foram realizadas usando o teste Student’s t para
avaliar o grau de significancia entre as comparacdes. O valor de p <0.025 foi usado para
estabilizar o nivel de significancia. Os spots diferencialmente expressos foram coletados a
partir dos géis preparativos (descrito no item 3.5.3) por sistema robdtico Spot Picker (GE

Healthcare, USA).
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Tabela 2. PMT usado no escaneamento dos géis.

Gel 1 Gel 2 Gel 3 Gel 4 Gel 5 Gel 6
Cy2-PMT 570 565 575 570 575 575
Cy3-PMT 560 590 560 545 555 560
Cy5-PMT 530 550 535 535 530 540

3.5.5. Sequenciamento dos spots selecionados

Os spots previamente selecionados e coletados foram transferidos para um tubo
novo, lavados e descorados com 500 pl de uma solucdo de metanol 50% por 14 horas. Os
spots foram desidratados em 200 pl de acetonitrila e reidratados em 30 ul de ditiotreitol
(DTT) a 10 mM em 0,1 M de bicarbonato de aménio e reduzidos a T.A. por 30 minutos. A
solucdo de DTT foi removida e as amostras foram alquiladas em 30 ul de iodoacetamida
50 mM em 0,1 M de bicarbonato de amoénio a T.A. durante 30 minutos. O reagente foi
removido e os spots foram desidratados em 100 ul de acetonitrila. A acetonitrila foi
removida e os spots foram reidratados em 100 pl de bicarbonato de aménio 0,1M.
Posteriormente, os spots foram novamente desidratados em 100 pl de acetonitrila, em
seguida a acetonitrila foi removida e os spots foram secos completamente por
centrifugacdo de vacuo. Os spots foram, entdo, reidratados em 20 ng/ul de tripsina em 50
mM de bicarbonato de aménio em gelo durante 10 minutos. Qualquer solucao de tripsina
em excesso foi removido e 20 ul de bicarbonato de aménio 50 mM foi adicionado. As
amostras foram digeridas por aproximadaemnte 14h a 37 ° C. Os peptideos formados
extraidos da poliacrilamida foram colocados em duas aliquotas de 30 pl de 50%
acetonitrila a 5% de acido formico. Estes extratos foram combinados e evaporados a 15 ul
para andlise de sequenciamento de massa. Esse procedimento, bem como pesquisa em
bancos de dados e andlise de identificagdo foram os mesmos descritos no item 3.4. A
funcdo molecular prevista para cada peptideo sequenciado foi determinado pesquisando em
Gene Ontology (http://www.geneontology.org/) e Uniprot (http://www.uniprot.org/). O pl
(ponto isoelétrico) das sequéncias foram calculados usando o site ExPASy

(http://expasy.org/proteomics).
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3.6. Imunoproteoma
3.6.1. Anticorpos primarios e secundarios

Para detec¢do das proteinas nativas presentes nas amostras salivares do
carrapato R. microplus, soros de bovinos HPB (n=4) e Nelore (n=4) submetidos a duas
infestacOes artificiais consecutivas com 10.000 larvas e 20.000 larvas, respectivamente,
foram coletados durantes os estdgios do ciclo de vida do carrapato (larva, ninfa e adultos) e
usados como anticorpo primdrio em pool na diluicdo de 1:100 em TBS-T 2% de leite
desnatado em p6. Soros de bovinos HPBs e Nelores ndo infestados também foram usados.

Para deteccdo das proteinas salivares reconhecidas pelos soros bovinos, proteina G-

HRP (Pierce) foi usada na diluicao de 1:2.000 em TBS-T contendo 0,1% (p/v) de BSA.

3.6.2. Preparacao dos extratos protéicos, hidratacdo das tiras,

focalizacao isoelétrica e corrida gel 2D

A preparacao dos extratos protéicos, hidratacdo das tiras, focalizacdo isoelétrica e
corrida da segunda dimensao foram realizados da mesma maneira descrita nos itens 3.2.1 e
3.5, exceto a parte de marcagdo com CyDye.

Amostras de SalivaS, GSFRmS e GSFRmR foram usadas para realizacdo dos
imunoproteomas, consequentemente para coleta dos spots reconhecidos, ou ndo, por soros
bovinos. Para cada extrato protéico foram realizados 7 tiras de 13 cm pH3-10 linear (Ge
Healthcare, USA), consequentemente 7 géis para cada amostra testada, a saber: 1 tira/gel
contendo 100ug proteina (utilizada de molde para coleta dos spots - corado com prata); 4
tiras/géis contendo 400 ug de proteina/gel (Western Blots com soros de bovinos infestados,
ou ndo, com carrapato) e 2 tiras/géis contendo 400ug proteina (coleta spots). Para cada
amostra, todas as tiras foram focalizadas a0 mesmo tempo, assim como as 4 tiras utilizadas
para os Western Blots foram separadas pela segunda dimensdo na mesma corrida para
evitar interferéncias inerentes as etapas.

Antes de iniciar as andlises por Western Blots, foram realizados 1 gel 2D de
poliacrilamida 12% de cada amostra focalizada (SalivaS, GSFRmS e GSFRmR) e coradas

com prata usando kit Silver Staining protein (Ge Healthcare, USA). Esses géis foram
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empregados para confrontar com os resultados dos Western Blots € nos guiar durante as

coletas dos spots para sequenciamento.

3.6.3. Western Blot e coleta dos spots

Os géis obtidos da separagdo pela segunda dimensdo foram transferidos para
membranas de nitrocelulose ECL hybond (Ge Healthcare, USA) a 10V, 400mA por 25 min
em cuba transferéncia semi-seca TE-70 ECL (Amersham Bioscience) usando tampao de
transferéncia gelado (25mM Tris; 192mM Glicina; 20% Metanol, pHS8,3). Essas
membranas foram bloqueadas em TBST 5% de leite desnatado em p6 por 1h em T.A.
Posteriormente estas foram lavadas 2 vezes por 5 min/cada com TBST. Em seguida
receberam soros dos bovinos descritos no item 3.6.1, a saber: 1° membrana - pool de soros
bovinos suscetiveis (HPB) nao infestados; 2° membrana - pool de soro bovinos resistentes
(Nelore ) ndo infestados; 3° membrana - pool de soro bovinos suscetiveis (HPB) infestados
e 4° membrana - pool de soro bovinos resistentes (Nelore) infestados. Essas membranas
foram incubadas com os soros bovinos por 14 h a 4°C, em seguida foram lavadas 3 x por 5
min/cada. Posteriormente, foram incubadas com proteina G-HRP por 1h em T.A.,
conforme descrito no item 3.6.1, e em seguida foram lavadas 3 x 5 min/ cada. Para
visualizagdo dos spots reconhecidos, ou nao, por soros de bovinos, as membranas
receberam o substrato ECL Western Blotting Substrate (Pierce- Thermo Scientific) e a
visualizac¢do dos spots foi evidenciado usando o Sistema de Imagem Multifuncional (Ge
Healthcare, USA).

Ap6s a realizacao de todos os Western Blots, foram realizados novos géis 2D (géis
preparativos) que foram utilizados para as coletas dos spots reconhecidos, ou ndo, por
soros bovinos. Estes foram realizados, conforme protocolo descrito anteriormente. Apds a
corrida, os géis preparativos foram corados com PhastGel Blue R (Ge Healthcare, USA)
conforme recomendacgdes do fabricante. Posteriormente, estes foram submetidos a coleta
dos spots usando pingas cirdrgicas mufladas. Os spots previamente selecionados foram
coletados e acondicionados individualmente em tubo de 1ml contendo 2ul de d4gua milliq

estéril e foram submetidos para sequenciamento de massa.
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3.6.4. Sequenciamento dos spots selecionados
O sequenciamento dos spots selecionados nos Western Blots de salivaS, GSFRmS

e GSFRmR foram realizados conforme descrito nos itens 3.4 € 3.5.5.

3.7. Fluxograma
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Figure 3. Fluxograma. Delineamento experimental conduzido neste trabalho.
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4. Resultados e Discussao
4.1. Transcriptoma do R. microplus

A fim de obter um completo catdlogo sobre os constituintes salivares e uma visao
geral sobre a biologia do carrapato R. microplus no contexto da origem de alimentacao
sanguinea (se em hospedeiro bovinos geneticamente resistente ou suscetivel) e do seu ciclo
de desenvolvimento (larva, ninfa e adultos - macho e fémea) foram realizadas 8 bibliotecas
de cDNA, a saber: larvas ndo alimentadas oriundas de fémeas de R. microplus alimentadas
em hospedeiros suscetiveis (LNARmS), larvas ndo alimentadas oriundas de fémeas de R.
microplus alimentadas em hospedeiros resistentes (LNARmR), glandulas salivares de
ninfas de R. microplus alimentadas em hospedeiros suscetiveis (GSNRmS), glandulas
salivares de ninfas de R. microplus alimentadas em hospedeiros resistentes (GSNRmR),
glandulas salivares de machos de R. microplus alimentados em hospedeiros suscetiveis
(GSMRmS), glandulas salivares de machos de R. microplus alimentados em hospedeiros
resistentes (GSMRmR), glandulas salivares de fémeas de R. microplus alimentadas em
hospedeiros suscetiveis (GSFRmS) e glandulas salivares de fémeas de R. microplus
alimentadas em hospedeiros resistentes (GSFRmR). Estas foram sequenciadas pela
tecnologia de sequenciamento de nova geracdo, baseada em RNA-seq (454 sequencing
Technology - Roche Diagnostics Corporation) que permite obtengdo de um maior volume
de sequéncias (principalmente sequéncias completas), consequentemente um maior
nimero de informagdes (85), caracterizando assim um novo sialotranscriptoma do

carrapato R. microplus.

4.1.1. Andlise por bioinformatica

Ap6s os sequenciamentos das bibliotecas de cDNA e dos proteomas (descrito no
item 4.2 desta secdo) do R. microplus, os resultados foram analisados por bioinformética e
todas as informacdes foram organizadas em planilhas de Excel hiperlincadas (Tabelas
suplementares 1 e 2), porém os links ndo estdo disponiveis por motivo de protecdo de
propriedade intelectual. Primeiramente, as informacdes foram organizadas por programas
de bioinformdtica com base nas sequéncias de nucleotideos montadas virtualmente a partir
das reads (denominadas de contigs) obtidas nos sequenciamentos das bibliotecas de cDNA.

Essas informagdes podem ser visualizadas na Tabela suplementar 1.
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Posteriormente, na Tabela suplementar 2, essas sequéncias de nucleotideos foram
traduzidas para sequéncias de aminodcidos e foram organizadas por familias e anotadas de
acordo com sua possivel funcdo putativa. Em ambas as tabelas, para cada contig
identificado no sialotranscriptoma existem inimeras informagdes, a saber: comprimento
das sequéncias; nimero de reads; presenca ou ndo de peptideo sinal (indicativo de
secrecdo), bem como localizagdo citoplasmdtica ou provavel fung¢do de ancoramento;
resultados do blast para diversos bancos de dados com os respectivos e-value, cobertura,
extensdo do match, porcentagem da cobertura e porcentagem de identificacdo; tabela
comparativa entre as 8 bibliotecas, mostrando nimero de reads individualmente para cada
biblioteca dentro de cada contig; andlises de comparac¢des entre as bibliotecas com seus
respectivos testes estatisticos; confirmagdo a nivel protéico, devido a presenca ou auséncia
nos diversos proteomas de R. microplus; se ocorre match, extensao do match, e-value,
comprimento do melhor match, porcentagem da cobertura e porcentagem de identificacdo
com sequéncias presentes no sialotranscriptoma de R. microplus realizado previamente
com tecnologia SMART (50); nimero de possiveis locais de glicosilagdo presente na
sequéncia; peso molecular; ponto isoelétrico; classificagdo por funcdo; descricdo das

sequéncias; dentre outras informacdes.

4.1.2. Caracteristicas gerais do sialotranscriptoma de R. microplus

assemblado

As bibliotecas de cDNA foram piro-sequenciadas resultando num total de
2.413.950 reads e posteriormente assembladas em 348.707 contigs, incluindo singletons.
Uma subandlise mais criteriosa dos dados assemblados foi realizada para agrupar os
contigs contendo no minimo 4 sequéncias, sendo que cada sequéncia constituida por, pelo
menos, 149 nucleotideos. Este processo resultou em 40.734 contigs que continham
1.999.086 reads, aproximadamente 83% do total reads geradas pelos sequenciamentos.

Todas as bibliotecas oriundas de carrapatos alimentados em hospedeiros bovinos
geneticamente resistentes (RmR) contabilizaram 1.005.880 reads (50,3% das reads) e estio
distribuidas da seguinte maneira:  a biblioteca de LNARmR ¢é formada por 164.030
reads ou 8,2% das reads assembladas, seguido pela biblioteca de GSNRmR com 264.162
reads (13,2%), GSFRmR com 196.336 reads (9,8%) ¢ GSMRmR com 381.352 reads
(19%). Em adicao, a biblioteca de LNARmMS contabilizou 199.077 reads ou 9,9% das reads
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assembladas, seguido da biblioteca de GSNRmS com 321.163 reads (16%), GSFRmS com
215.093 reads (10,7%) e GSMRmS com 257.873 reads (12,9%), totalizando 993.206 reads
(49,7%) presentes em bibliotecas oriundas de carrapatos alimentados em hospedeiros
bovinos geneticamente suscetiveis (RmS). Esses resultados podem ser visualizados na
Tabela suplementar 1.

Em seguida, como mencionado no item 4.1.1, esses resultados foram utilizados
para extrair 11.676 sequéncias codificadoras (CDS), em outras palavras sequéncias
protéicas, das quais foram derivadas de 931.698 reads ou 39% da totalidade das reads.
Analisando somente as bibliotecas de RmR, 498.482 reads foram anotadas em 11.329 CDS
que estdo distribuidas da seguinte maneira: 6.018 CDS anotadas a partir de 5,8% do total
de reads e estdo presentes na biblioteca de LNARmMR, seguido pela biblioteca d¢ GSNRmR
com 7.060 CDS anotadas a partir de 12.8% de reads, GSMRmR com 9.414 CDS anotadas
a partir de 27,3% das reads e na biblioteca de GSFRmR com 7.305 reads anotadas de 7,5%
das reads. J4 em relac@o as bibliotecas de RmS, 433.216 reads foram anotadas em 10.667
CDS que estdo distribuidas em 3.755 CDS (9,2% das reads) para biblioteca de LNARmS,
seguido pela biblioteca de GSNRmS com 5.425 CDS (16,2% das reads), GSMRmS com
9.215 CDS (11,4% das reads) e biblioteca de GSFRmS com 9,5% da totalidade das reads
assembladas em 2.238 CDS. Estes dados estdo mostrados na Tabela 3 e na Tabela

suplementar 2.

Tabela 3. Abundancia e distribui¢io das sequéncias codificadoras (CDS) e reads presentes

no sialotranscriptoma do carrapato R. microplus por biblioteca de cDNA.

R.microplus alimentado em R.microplus alimentado em
o bovinos Resistentes bovinos Suscetiveis
Biblioteca cDNA ""No of CDS N° of Reads N° of CDS N° of Reads
LNA 6.018 54.115 (5,8%) 3.755 86.135 (9,2%)
GSN 7.060 119.574 (12,8%) 5.425 151.406 (16,2%)
GSM 9414 254.657 (27,3%) 9.215 106.691 (11,4%)
GSF 7.305 70.136 (7,5%) 2.238 88.984 (9,5%)
Total 11.329 498.482 10.667 433.216
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A anotacdo manual dos 11.676 CDS presentes no sialotranscriptoma de R.
microplus resultou em cinco principais categorias, a saber: categoria de proteinas
putativamente secretadas (S), constitutivo (C), desconhecido (D), elemento transponivel
(ET) e viral (V) (Tabela suplementar 2). As sequéncias derivadas da categoria secretada
sdo compostas por 278.351 reads assembladas em 3.600 CDS, gerando uma média de 77
reads por CDS (31% do total de CDS). As sequéncias relacionadas com a categoria
constitutivo representam 4.629 CDS (com uma média de 66 reads por CDS) assembladas
de 307.184 reads, enquanto que 2.822 CDS assembladas de 331.738 reads (média de 117
reads por CDS) representa a categoria desconhecido. J4 a categoria de elemento
transponivel é composta de 618 CDS (média de 23 reads por CDS) assembladas de 14.139
reads e finalmente a categoria viral contém 7 CDS assembladas de 286 reads, obtendo uma
média de 41 reads por CDS (Resumido na Tabela 4).

Essas CDS classificadas foram subsequentemente agrupadas em 120 familias de
acordo com a suas possiveis fungdes putativa. Este catdlogo anotado estd disponivel na
Tabela suplementar 2 e resumido na tabela 7 e 8. Em adi¢ao, essas familias serao descritas

e discutidas no item 4.3 dessa secdo, juntamente com os resultados dos proteomas.

Tabela 4. Classificacdo e abundancia das reads e das sequéncias codificadoras (CDS) do

sialotranscriptoma de R. microplus por categoria.

Numero de Numero de % total de
Categorias CDS reads reads Reads/CDS
Secretada 3.600 278. 351 29,88 77.3
Constitutivo 4.629 307.184 33,97 66.4
Desconhecida 2.822 331.738 35,61 117.6
Elemento Transponivel 618 14.139 1,52 22.9
Viral 7 286 0,03 40.9
Total 11.676 931.698

Em relagdo as novas informacdes obtidas nesse novo sialotranscriptoma do R.
microplus realizado com tecnologia de RNAseq, aproximadamente 9.243 novas CDS
foram identificadas ou seja, cerca do quadruplo de informacdes geradas pelo transcriptoma

anterior (obtida com tecnologia SMART e sequenciamento Sanger) sobre constituintes
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salivares dessa espécie de carrapato; o sialotransccriptoma realizado com tecnologia
SMART jéa tinha apresentado 53% de novas informagdes quando comparado com o
BMiGI. Portanto, esse novo sialotranscriptoma do R. microplus representa um nimero

maior de informacdes em relagcdo a todas as plataformas ja disponiveis.

4.2. Proteomas do R. microplus

Para adicionar e complementar o novo catdlogo do carrapato R. microplus, gerado
pelo sialotranscriptoma, foram realizados 10 proteomas também de acordo com diferentes
origens de alimentacdo sanguinea e do ciclo de desenvolvimento do carrapato (a saber,
proteomas de SalivaS, SalivaR, LNARmS, LNARmR, GSNRmS, GSNRmR, GSMRmS,
GSMRmR, GSFRmS e GSFRmR). Esses proteomas foram sequenciados empregando a
tecnologia MudPIT, permitindo assim a identificacdo de grande nimero de proteinas

salivares distintas.

4.2.1. Caracteristicas gerais dos proteomas do R. microplus

Os proteomas sequenciados por MudPIT resultaram na identificacio de 321
proteinas diferentes (Tabela suplementar 3). Dessas 321 proteinas, 234 sdo comuns entre
os proteomas de RmS e RmR e 70 proteinas sdo exclusivas de proteomas de RmS,
enquanto que apenas 17 proteinas sdo exclusivas de proteomas de RmR. Portanto, 304
proteinas foram identificadas nos proteomas de RmS e 251 proteinas nos proteomas de

RmR (Tabela 5 e Tabela suplementar 4).
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Tabela 5. Quantidade de proteinas encontradas nos proteomas de R. microplus

Proteomas N° de proteinas identificadas
Todos os proteomas de RmS* 304
Todos os proteomas de RmR** 251
Exclusivas dos proteomas de RmS# 70
Exclusivas dos proteomas de RmR## 17
Em comum RmS e RmR*# 234
Todos os proteomas¥ 321

RmS: carrapato R. microplus alimentado em bovinos geneticamente suscetiveis; RmR:
carrapato R. microplus alimentado em bovinos geneticamente resistentes.

*- Proteinas encontradas nos proteomas de SalivaS, LNARmMS, GSNRmS, GSMRmS e
GSFRmS.

**. Protefnas encontradas nos proteomas de SalivaR, LNARmMR, GSNRmR, GSMRmR e
GSFRmR.

#- Proteinas encontradas exclusivamente nos proteomas de SalivaS, LNARmS, GSNRmS,
GSMRmS e GSFRmS

##- Proteinas encontradas exclusivamente nos proteomas de SalivaR, LNARmR,
GSNRmR, GSMRmR e GSFRmR.

*#-Proteinas comuns a todos os proteomas de RmS e RmR.

¥- Total de proteinas identificadas nos 10 proteomas.

Em andlise individual dos proteomas (Tabelas suplementares de 5-14 e resumido na
Tabela 6), o de LNARmS esté representado por 22 proteinas identificadas a partir de 118
espectros, seguido pelo proteoma de GSNRmS com 227 proteinas (2.138 espectros),
GSMRmS com 89 proteinas (682 espectros), GSFRmS com 244 proteinas (2.227
espectros) e salivaS com 19 proteinas (66 espectros). J4 em relagcdo aos proteomas de
RmR, o de LNARmR estd representado por 4 proteinas identificadas a partir de 5
espectros, seguido do protecoma de GSNRmR com 177 proteinas (1.541 espectros),
GSMRmR com 78 proteinas (688 espectros), GSFRmR com 174 proteinas (1.309
espectros) e salivaR com 8 proteinas (232 espectros).

Nota-se que em todos os proteomas oriundos de RmS apresentam quantidade maior
de proteinas identificadas em relacdo aos respectivos proteomas de RmR (Tabela 6), sendo

que todos foram obtidos com o mesmo volume/quantidade de amostra.
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Tabela 6. Distribui¢do das proteinas por proteoma.

Proteomas de RmS Proteomas de RmR
Amostras N° de proteinas N° de espectros N° de proteinas N° de espectros
identificadas identificados* identificadas identificados*
LNA 22 118 4 5
GSN 227 2.138 177 1.541
GSM 89 682 78 688
GSF 244 2.227 174 1.309
Saliva 19 66 8 232

*- Nimero de espectro pelo qual o peptideo pode ser identificado.

Além disso, as tabelas suplementares de 5-14 mostram os tipos de proteinas
identificadas individualmente nos diferentes proteomas. Nessas tabelas podem ser
visualizadas diversas informagdes para cada proteina/sequéncia identificada, a saber:
nimero de acesso correspondente no sialotranscriptoma, uma vez que este serviu como
base de dados para pesquisa de identificacdo dessas proteinas sequenciadas;
identificacdo/nome da proteina (em inglés); peso modecular (kDa); cobertura da sequéncia;
funcdo putativa (de acordo com as andlises obtidas no sialotranscriptoma); sequéncia do
peptideo sequenciado; e as possiveis modificacOes. Além dessas informagdes e andlises
descritas até o momento, outras comparagdes empregando os resultados desses proteomas
foram realizadas e serdo descritos a seguir.

Para somar informacdes sobre a biologia do R. microplus, comparagdes entre 0s
estdgios do ciclo de vida do carrapato (larva, ninfa e adulto - fémea e macho, além de
saliva de fémeas) quando alimentado em um mesmo hospedeiro (seja RmS ou RmR) foram
realizadas. Para isso, foram confrontados os proteomas de LNARmS e GSNRmS
resultando em 212 proteinas exclusivas de GSNRmS, enquanto que apenas 7 proteinas sao
exclusivas de LNARmS e 15 sdo comuns a ambas as amostras (Tabela suplementar 15).

Ja a comparagdo entre GSNRmS e GSFRmS resultou em 44 proteinas exclusivas
de GSNRmS, 61 proteinas exclusivas de GSFRmS e 183 proteinas sdo compartilhadas
entre os estidgios (Tabela suplementar 16). A comparacdo entre GSNRmS e GSMRmS
resultou em 159 proteinas exclusivas de GSNRmS, 21 proteinas exclusivas de GSMRmS e

68 proteinas compartilhadas entre as amostras comparadas (Tabela suplementar 17).
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Comparando amostras oriundas da fase adulta do carrapato, ou seja entre GSFRmS
e GSMRmS, essa andlise resultou em 169 proteinas exclusivas de GSFRmS, enquanto que
apenas 14 sao exclusivas de GSMRmS e 75 proteinas sdo compartilhadas entre as amostras
(Tabela suplementar 18). Em relacdo as proteinas salivares das fémeas, se buscou saber
quais sdo secretadas, portanto comparamos o proteoma de GSFRmS com o de SalivaS. A
comparacao resultou em 228 proteinas exclusivas do proteoma de GSFRmS, enquanto que
apenas 3 proteinas sao exclusivas de SalivaS e 16 sdo comuns entre as amostras (Tabela
suplementar 19).

Para finalizar as comparacdes entre os proteomas de RmS, comparamos os
proteomas da fase intermedidria (ninfa) com os da fase adulta (macho e fémea), ou seja
comparamos os proteomas de GSNRmS com GSFRmS e GSMRmS para evidenciar as
proteinas que sd@o comuns a esses estdgios do ciclo de vida do carrapato ou que as
difereciam. Essa comparacdo identificou 67 proteinas comuns a essas fases (Tabela
suplementar 20).

Essas comparagdes também foram realizadas empregando os proteomas de RmR.
Na comparacdo entre o protecoma de LNARmR e GSNRmR identificou 175 proteinas
exclusivas de GSNRmR, enquanto que apenas 2 proteinas € exclusivas de LNARmR e 2
proteinas comuns aos proteomas comparados (Tabela suplementar 21). J4 na comparagdo
entre o proteoma de GSNRmR e GSFRmR identificou 57 proteinas exclusivas de
GSNRmR, 54 exclusivas de GSFRmR e 120 proteinas comuns entre as amostras (Tabela
suplementar 22). Entre GSNRmR e GSMRmR identificou 118 proteinas exclusivas de
GSNRmR, 19 exclusivas de GSMRmR e 59 proteinas comuns entre as amostras (Tabela
suplementar 23). Ja na comparagdo entre o proteoma de GSFRmR e GSMRmR identificou
116 proteinas exclusivas de GSFRmR, 20 exclusivas de GSMRmR e 58 proteinas comuns
entre as amostras (Tabela suplementar 24). Em relacdo a comparagdo entre GSFRmR e
SalivaR identificou 173 proteinas exclusivas de GSFRmR, 7 exclusivas de SalivaR e 1
proteina comum entre as amostras (Tabela suplementar 25). Em adi¢do, 54 proteinas sdo
compartilhadas entre os proteomas de GSNRmR, GSFRmR e GSMRmR (Tabela
suplementar 26).

Além disso, fizemos comparagdes entre os estdgios para evidenciar se a origem de
refeicdo sanguinea pode afetar os tipos de proteinas presentes nessas diferentes amostras,
em outras palavras se os diferentes tipos de imunidade ao carrapato interferem nos

constituintes salivares. Para isso, proteoma de LNARmS foi comparado como proteoma de
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LNARmMR resultando em 21 proteinas exclusivas de LNARmS, enquanto que apenas 3
proteinas sao exclusivas de LNARmMR e apenas 1 proteina é compartilhada (Tabela
suplementar 27). J4 a comparacdo entre o proteoma de GSNRmS com o de GSNRmR
identificou 85 proteinas exclusivas e presentes apenas em NRmS, enquanto que 35
proteinas sdo exclusivas de NRmR ; a presenca de 142 proteinas independe da origem de
refeicdo sanguinea (Tabela suplementar 28). Na comparacdo entre GSFRmS e GSFRmR
mostra que 88 proteinas sdao exclusivas de FRmS, enquanto que 18 sdo exclusivas de
FRmR; a presenca de 156 proteinas independe da origem de refeicdo sanguinea (Tabela
suplementar 29). Em rela¢do a comparacao entre os proteomas de GSMRmS e GSMRmR,
esta mostrou 39 proteinas presentes apenas em MRmS, enquanto que 28 exclusivas de
MRmR e 50 proteinas independe da origem de refeicdo sanguinea (Tabela suplementar
30). Para finalizar as combinacdes, SalivaS e SalvaR foram comparadas resultando em 17
proteinas exclusivas presentes apenas SalivaS, enquanto que 6 exclusivas de SalivaR e
apenas 2 proteinas independe da origem de refeicdo sanguinea (Tabela suplementar 31).
Assim, essas evidéncias sugerem que as diferentes imunidades dos hospedeiros podem
afetar em nivel protéico a composicao salivar do carrapato.

Além dessas comparagdes, os resultados dos sequenciamentos dos 10 proteomas
foram analisados utilizando a base de dados do Bos taurus do NR-NCBI para verificar se
proteinas do hospedeiro ingeridas pelo carrapato durante sua refei¢do de sangue recirculam
na glandula salivar e/ou se sdo secretadas na saliva da fémea. Surpreendentemente, foram
identificadas 106 proteinas diferentes dos hospedeiros, incluindo actinas, hemoglobinas,
queratinas, transferrinas e albuminas séricas dentre outras proteinas do soro, porém
inesperavelmente ndo foram encontradas imunoglobulinas dos hospedeiros, mesmo estas
estando em abundancia no plasma bovino. Este achado sugere que os carrapatos dos
bovinos podem apresentar uma estratégia importante e eficiente para intervir na resposta
humoral dos seus hospedeiros, uma vez que é conhecido que os hospedeiros bovinos
conseguem montar resposta imune humoral contra antigenos salivares do R. microplus
(86), e que anticorpos de bovinos imunes estdo presentes em hemolinfa de fémeas de R.
microplus ingurigitadas com atividade preservada mesmo apds o ciclo de vida parasitdria
ser concluido (87). Além disso, alguns trabalhos monstram que a resisténcia ao carrapato
pode estar associada com a resposta humoral dos hospedeiros (38, 88, 89). Essa hipdtese

serd melhor discutida no item 4.3 sobre "proteinas ligantes de imunoglobulinas G
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(PLIGs)". Mas esta ndo € a unica explicacdo: a regido Fab é tao diversa que dificilmente
seria detectada pleo MudPIT. Vale mencionar que nao encontramos Fc.

Em geral, os proteomas serviram para identificar muitas proteinas diferentes
presentes nesses constituintes salivares, porém a grande maioria dessas proteinas estd
associada com possivel fungdo constitutiva do carrapato € uma minoria com fungdo
moduladora associada ao parasitismo. Essas proteinas juntamente com os transcritos
obtidos no sialotranscriptoma serao discutidos, em conjunto para um melhor entendimento,

a seguir.

4.3. Descricao dos transcritos e proteinas identificadas por familia

Neste item serdo descritos e discutidos as familias encontradas e anotadas a partir
dos transcritos obtidos no sialotranscriptoma do R. microplus, de acordo com as suas
funcdes putativas. Em cada familia descrita havera informacdes confirmando, ou ndo, a
presenca nos proteomas. Andlise deexpressdo diferencial entre as diferentes bibliotecas
foram realizadas da mesma maneira ou combinagdes, conforme descrito anteriormente no
item 4.2.1. Neste item iremos focar principalmente nas familias presentes na categoria S,
uma vez que estas podem auxiliar os carrapatos durante o parasitimo. As tabelas
suplementares 33-35 incluem também a anélise de expressao diferencial dos transcritos das
categorias constitutivo, desconhecidas, viral e elemento transponivel, no entanto, nao serdo
discutidas em detalhes. O texto a seguir serve como um guia para a navegacdo da Tabela

suplementar 2.

4.3.1. Categoria de proteinas constitutivas: genes expressos da

categoria constitutivo

As 4.629 CDS anotadas como genes expressos da categoria constitutivo do
sialotranscriptoma de R. microplus foram assemblados a partir de 307.184 reads e foram
posteriormente caracterizados em 18 subgrupos/familias de acordo com a possivel funcao
putativa (Tabela suplementar 2 e resumido na Tabela 7).

Um grupo de transcritos composto de 5.378 reads assemblados em 52 CDS foi

associado com imunidade do carrapato por apresentar maior similaridade com receptores
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"toll-like", proteinas associadas com interferon, alfa-2-macroglobulina e outras proteinas
de imunidade do carrapato. Também foram recuperadas proteinas que podem afetar a
resposta imune dos hospedeiros, tais como fator de inibi¢do da migracdo de macrofagos e
PLIGs. Além disso, as familias de receptores "toll-like" e PLIGs apresentaram
representantes nos proteomas de GSN (RmS e RmR) e GSM (RmS e RmR),
respectivamente. Esses resultados sugerem que a presenga desses transcritos sao essenciais
para defesa do carrapato R. microplus contra agentes patogénicos que podem estar
presentes no sangue dos seus hospedeiros ou mesmo no ambiente, bem como para auxiliar
a modulacao de resposta imune dos hospedeiros durante o parasitismo.

Membros dos grupos das peptidases citosélicas também foram encontrados, tais
como membros das familias da catepsina, calpaina, aminopeptidase, protease de
membrana, carboxipeptidase e outras peptidases, totalizando 42 CDS anotadas em 1.501
reads. As sequéncias da familia nomeada "outras peptidases" também estdo presentes nos
proteomas de GSFRmS, GSFRmR e GSNRmR. Um grupo que soma 245 CDS representa
uma importante fungdo salivar e foi anotada como familia de maquindria de exportagcao de
proteinas. Membros dessa familia também foram recuperados dos proteomas de GSN
(RmS e RmR) e GSF (RmS e RmR).

Em relacdo aos constituintes estruturais, proteinas foram identificadas e anotadas
como membros da familia de proteinas associadas com citoesqueleto. Esta familia esta
representada por 284 CDS, muitas das quais associadas com tubulinas, actinas, miosinas
entre outras. Protefnas dessa familia foram recuperadas dos proteomas de RmS (LNA,
GSN, GSF, GSM e Saliva) e RmR (GSN e GSF).

Enzimas que lidam com a desintoxicacdo do carrapato foram recuperadas e
classificadas como sulfotransferase, glutationa transferase, dehidrogenase, O-metil-
transferase e transportadores de resisténcia as drogas, totalizando 58 CDS (assemblados a
partir de 1.096 reads). Além disso, 41 CDS (assemblados de 867 reads) foram anotadas
como enzimas relacionadas com a desintoxicagdo oxidativo, composta pelo citocromo
P450 e catalase, bem como selenoproteinas e superdxido-dismutase que podem ser
secretadas e antagonizar a resposta inflamatéria do hospedeiro. As familias da glutationa
transferase e citocromo P450 apresentaram match com proteinas encontradas nos
proteomas de GSN (RmR e S) e GSF (RmR e S); e GSFRmR, respectivamente.

Um total de 153 CDS com 18.777 reads codificando proteinas associadas com

matriz extracelular e adesdo também foram recuperadas do sialotranscriptoma e
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apresentaram similaridade com proteinas encontradas nos proteomas de GSN (RmS e
RmR), GSF (RmS e RmR) e GSMRmS. Em relacdo ao metabolismo do carrapato,
proteinas das familias relacionadas com o metabolismo de aminodcidos, carboidratos,
energia, metabolismo intermedidrio, lipidos e nucledtidos foram recuperadas
contabilizando 589 CDS extraidas de 61.488 reads. Todas as familias apresentaram match
com proteinas identificadas nos proteomas. Também foram recuperadas CDS associadas
com o grupo de exportacdo nuclear (presente no proteoma de GSNRmS) e regulacdo
nuclear (presentes nos proteomas de GSNRmR e S; GSFRmR e S; e GSMRmR e S)
obtendo 11 membros assemblados a partir de 478 reads e 136 CDS de 4.633 reads,
respectivamente.

Duzentos e vinte CDS atribuidas ao grupo de maquinaria de modificacdo protéica
foram assembladas a partir de 11.878 reads. Essa familia estd presente nos proteomas de
GSMRmS, GSNRmR e S; e GSFRmR e S. Além disso, 139 CDS extraidas de 5.263 reads
foram anotadas como maquinaria de proteassoma (presente no proteoma de GSNRmR e S;
e GSFRmS), enquanto que a familia de maquinaria de sintese protéica (presentes nos
proteomas de GSNRmR e S; GSFRmR e S; e GSMRmR e S) apresentou 312 CDS
extraidas de 30.173 reads. Outras 522 CDS assembladas a partir de 19.438 reads foram
anotadas como transdutores de sinal (presentes nos proteomas de GSNRmR e S; e
GSFRmR e S), e 42 CDS com 2.070 reads foram associadas com apoptose.

As sequéncias representando fator de transcricdo foram agrupadas em 93 CDS
extraidas de 5.258 reads (presentes nos proteomas de GSMRmR e S; GSNRmR e S; e
GSFRmR e S), enquanto que a familia de maquinaria de transcricao esta representada por
456 CDS assembladas a partir de 26.075 reads (também presentes nos proteomas de
GSMRmR e S; GSNRmR e S; e GSFRmR e S). J4 a familia de transportadores e
armazenagem estd representada por 214 CDS extraidas de 8,966 reads e apresenta
similaridade com os proteomas de GSMRmS, GSNRmR e S; e GSFRmR e S.

Além de todas essas familias, aproximadamente 1.020 CDS foram classificadas
como proteinas conservadas desconhecidas (988 CDS assembladas de 76.328 reads) e
proteinas conservadas secretadas desconhecidas (32 CDS assembladas de 1.448 reads) e
ambas familias possuem membros nos proteomas. Estas proteinas conservadas de fungdo
desconhecidas sdo possivelmente proteinas ndo caracterizadas associadas com fungdo

celular ou de modulagdo de respostas dos hospedeiros.
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Tabela 7. Classificacdo funcional dos transcritos do sialotranscriptoma de R. microplus anotados na categoria constitutiva.

. Numero Numero % total Presente no

Classes e familias de CDS de reads de reads* Reads/CDS proteoma?qual(is)?
Proteinas constitutivas
PRODUTOS ASSOCIADOS COM IMUNIDADE

Proteina ligante de Imunoglobulina G 14 3795 1,24 271,1 GSMRmS e GSMRmR

Similar a fator de inibicdo de migracdo de macrofago 7 263 0,09 37,6 -

Similar a proteina associada com interferon 7 243 0,08 34,7 -

Receptores Toll-like 2 121 0,04 60,5 GSNRmS e GSNRmR

Alfa-2-macroglobulina 4 89 0,03 22,3 -

Outras proteinas associadas com imunidade 18 867 0,28 48,2 -

Total 52 5378 1,75 103,4

PEPTIDASES

Catepsina (proteases contendo aspartil e cisteina) 7 368 0,12 52,6 -

Calpaina 3 41 0,01 13,7 -

Aminopeptidase 6 125 0,04 20,8 -

Protease de membrana 5 224 0,07 44.8 -

Peptidase - peptideo sinal 4 168 0,05 42,0 -

Carboxipeptidase 6 329 0,11 54,8 -

GSFRmS, GSFRmR e
Outras peptidases 11 246 0,08 22,4 GSNRmR
Total 42 1501 0,49 35,7
MAQUINARIA DE EXPORTACAO DE PROTEINAS 245 11135 3,62 45,4 GSFRmR e S; GSNRmR ¢ S
LNARmS, GSNRmS e R;

CITOESQUELETO 284 14934 4,86 52,6 GSFRmS e R; GSMRmS;
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DESINTOXICACAO
Sulfotransferases
Glutationa transferase
Dehidrogenases
O-Metil transferases

Transportadores para resisténcia a miltiplas drogas

Desintoxicagdo oxidativo
Citocromo P450
Catalase
Superoxido dismutase
Selenoproteinas

MATRIZ EXTRACELULAR E ADESAO

METABOLISMO
Aminoéacido
Carboidrato

Energia
Intermediaria

Lipideo
Nucleotideo

EXPORTACAO NUCLEAR

Total

Total

16
16
19

24

A

99

153

59
76

193
39

144

78

589
11

441

292

274
18
71

519
115
45
188

1963

18777

3145
3835

47209
833

3694

2772

61488
478

0,14
0,10
0,09
0,01
0,02

0,17
0,04
0,01
0,06
0,64

6,11

1,02
1,25

15,37
0,27

1,20
0,90

20,02
0,16

27,6
18,3
14,4
6,0
17,8

21,6
16,4
11,3
31,3
19,8

1227

53,3
50,5

244.,6
21,4

25,7
35,5

104,4
43,5
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SalivaS

GSNRmR e S; GSFRmR e S
GSFRmR

GSNRmS e R; GSFRmS e R;
e GSMRmS

GSNRmR e GSFRmR ¢ S
GSNRmR e S; GSFRmR e S
GSMRmR e S; GSNRmR e S

:GSFRmR e S
GSNRmR e S; GSFRmR e S
GSNRmR e S; GSFRmR ¢ S;

GSMRmS
GSNRmR e S; GSFRmR ¢ S;
GSMRmS

GSNRmS
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GSMRmR e S; GSNRmR ¢ S;

REGULACAO NUCLEAR 136 4633 1,51 34,1 GSFRmR e S; LNARmS
GSMRmS; GSNRmR ¢ S;
MAQUINARIA DE MODIFICACAO PROTEICA 220 11878 3,87 54,0 GSFRmR e S
MAQUINARIA DE PROTEASSOMA 139 5263 1,71 37,9 GSNRmR e S; GSFRmS
GSMRmR e S; GSNRmR ¢ S;
MAQUINARIA DE SINTESE PROTEICA 312 30173 9,82 96,7 GSFRmR e S
TRANSDUCAO DE SINAL 522 19438 6,33 37,2 GSNRmR e S; GSFRmR e S
Similar para proteina associada com apoptose 42 2070 0,67 49,3 -
Total 564 21508 7,00 38,1
GSMRmR e S; GSNRmR e S;
FATOR DE TRANSCRICAO 93 5258 1,71 56,5 GSFRmR e S;
GSMRmR e S; GSNRmR e S;
MAQUINARIA DE TRANSCRICAO 456 26075 8,49 57,2 GSFRmR e S;
GSMRmS; GSNRmR e S;
TRANSPORTADORES E ARMAZENAGEM 214 8966 2,92 41,9 GSFRmR e S;
GSMRmR e S; GSNRmR ¢ S;
PROTEINAS CONSERVADAS DESCONHECIDAS 988 76328 24,85 77,3 GSFRmR ¢ S;
PROTEINAS CONSERVADAS SECRETADAS GSNRmS
DESCONHECIDAS 32 1448 0,47 45,3
TOTAL 4.629 307.184

* Associadas com total de reads da categoria constitutiva.
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4.3.2. Categoria de proteinas putativamente secretadas: genes

expressos da categoria S

Um total de 278.351 reads assembladas em 3.600 CDS foram associadas com
proteinas putativamente secretadas por GSs do carrapato R. microplus. Trabalhos recentes
tém implicado tais transcritos como importantes para codificar proteinas que auxiliam e
facilitam o processo de refeicdo sanguinea pelos carrapatos (25, 54, 75). A tabela
Suplementar 2 e Tabela 8 contém andlises e anotagdes meticulosas dessa categoria de
transcritos. Os dados anotados incluem familias de genes conhecidas previamente, tais
como lipocalinas, metaloproteases, proteases, peptideos contendo dominios de inibi¢do de
proteases, peptideos antimicrobiais (PAMs), imunomoduladores, nucleases, proteinas de
cimento, de cola, seda, ricas em glicinas, proteinas de caudas acidas e bdsicas, dentre
outras importantes familias de proteinas associadas com obtencdo de sangue e/ou
facilitacdo do parasitismo.

A anotacdo a seguir serve como um guia para pesquisas nas Tabelas 8 € 9, e

Tabelas suplementar 2, 33, 34 e 35.

Proteinas contendo dominios de inibidores de proteases

Esta familia representa 4% (11.502 reads) das reads anotadas como proteinas
secretadas putativamente, totalizando 368 CDS para proteinas contendo dominios
associados com inibidores de proteases, tais como proteinas contendo dominio kunitz,

kazal, til, serpina, tiropinas, cistatina, inibidor de carboxipeptidase e outras.

Proteinas contendo dominio kunitz

Proteinas contendo dominio kunitz s3o abundantemente encontradas em
sialotranscriptomas de artropodes hematéfagos, tais como de moscas (25, 90-92) e
carrapatos (51, 75, 93), incluindo sialotranscriptoma de R. microplus realizado pela
tecnologia SMART (94). Estas proteinas tém sido caracterizadas como inibidores da
coagulacdo (95-97), vasodilatadores (98) e inibidores de proteases (99-101). Na Tabela
suplementar 2 mostra 201 sequéncias contendo dominio kunitz deduzidas de 5.408 reads,
destas 69 CDS sdo sequéncias completas (possuem metionina inicial e cddon de

terminacao) e possuem peptideo sinal indicativo de secrecdo. Estas proteinas contém de 1 a
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6 dominios kunitz baseados em sua assinatura SMART, classificadas como monolaris,
bilaris, trilaris, tetralaris, pentalaris e hexalaris (Resumidas na tabela 8).

Em geral, os transcritos anotados como monolaris, bilaris e trilaris sdo
significativamente mais expressos em bibliotecas de RmS (p<0,001), enquanto que as
pentalaris e hexalaris sdo mais expressdo em grande quantidade nas bibliotecas de RmR
(p=0.003 and p<0.001, respectivamente) e apenas a tetralaris ndo apresenta diferenca
significante entre as diferentes bibliotecas (Table 9). Em relacdo as andlises dos transcritos
de acordo com estagio de desenvolvimento do carrapato (larva x ninfa x adultos), € digno
de nota que as familias pentalaris e hexalaris ndo sdo expressas em larvas ndo alimentadas
e em fémeas, e isto independe da origem de alimentagdo sanguinea (se em hospedeiros
geneticamente resistentes ou suscetiveis) (Tabela suplementar 33). As familias monolaris,
bilaris e trilaris sdo significativamente mais expressas em larvas ndo alimentadas (estdgio
inicial) oriundas de fémeas que se alimentaram em hospedeiros resistentes (p<0,001,
p<0,001 and p=0,009, respectivamente), entretanto os carrapatos que se alimentaram em
hospedeiros suscetiveis tém altos niveis da expressao desses transcritos durante o estagio
intermedidrio (estdgio de ninfa, p<0,001) e final (adulto- macho, p<0,001) (Tabela
suplementar 33).

Esta observacdo pode ser melhor evidénciada na comparacdo dos transcritos de
cada estigio de desenvolvimento do carrapato quando se alimenta em hospedeiros
suscetiveis ou resistentes. Em geral estes transcritos estdo aumentando significativamente
com o passar do curso da infestacdo, alcancando a maior expressio na fase adulta (Tabelas
suplementares 34 e 35), periodo em que os carrapatos mais necessitam desses constituintes
para obtencdo se sangue. Juntos, esses resultados sugerem que as larvas derivadas de
fémeas que se alimentaram em hospedeiros resistentes demonstram um aumento de
transcritos destas familias, possivelmente devido a influéncia que suas progenitoras
receberam das respostas efetivas dos hospedeiros durante sua alimentacdo sanguinea.
Desse modo sugerimos que as larvas oriundas de RmR conseguem modificar seus
transcritos para lidar melhor frente a uma futura infestacdo nesses mesmos animais.

Em relacdo aos RmS, estes transcritos sdo frequentemente encontrados em grande
quantidade no final da infestagcdo (fase adulta), sugerindo que exibem uma maior facilidade
na obtencdo de sangue durante todo o curso da infestacdo, especialmente no final do

processo de alimentac@o sanguinea que apresenta uma maior expressao desses transcritos.
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Serpinas

Serpinas ou inibidor de serino proteases apresentam papéis importantes no controle
da coagulacdo sanguinea e inflamacdo. Estas proteinas t€ém sido identificadas
frequetemente em carrapatos (25, 62, 75, 102). Membros desta familia possuem acao
inibitéria da catepsina G, quimase e elastase de vertebrados, bem como atividade
imunosupressora em /1. ricinus (103-105). Devido as varias fung¢des associadas as serpinas,
estas proteinas tém sido consideradas como antigenos em pontenciais para o
desenvolvimento de vacinas anticarrapato, incluindo serpinas nao salivares (62, 106).

Nesse novo sialotranscriptoma de R. microplus identificamos 15 CDS assembladas
de 954 reads que estdo associadas com membros dessa familia, 7 CDS das quais sdo
sequéncias completas e possuem peptideo sinal que € indicativo de secre¢ao. Além disso,
membro desta familia foi encontrado nos proteomas de SalivaS e SalivaR, mostrando que
estas estdo sendo secretadas em seus hospedeiros.

Em geral, estes transcritos estdo significativamente mais expressos em bibliotecas
de RmR (p<0,001) (Tabela 9), sugerindo que essa expressdo em RmR pode ser devido a
pressdo sofrida por estes carrapatos frente a eficiente resposta hemostitica dos seus
hospedeiros. Em andlises dos transcritos de acordo com estagio de desenvolvimento do
carrapato, € digno de nota que estes transcritos estdo abundantemente expressos em
bibliotecas de carrapatos machos, apesar de haver a presenga de transcritos desta familia
em todos os estdgios de desenvolvimento (Tabela suplementar 33). Esta maior expressao
em carrapatos machos acontece independentemente da origem de alimentacdo sanguinea,
se em hospedeiro resistente ou suscetivel (Tabelas suplementares 34 e 35). Assim,
comparando apenas os transcritos das bibliotecas de carrapatos machos, estes sdo
significativamente mais expressos em carrapatos MRmS (Tabela suplementar 33). Juntos
estes resultados sugerem que os carrapatos machos desempenham um papel fundamental
no processo final de obtencdo de sangue, especialmente quando se alimentam em

hospedeiros suscetiveis.

Tiropina (TY)

Tiropina, também conhecida como tiroglobulina, € um termo usado para determinar
um tipo de proteina que tem a capacidade de inibir proteinases dependentes de cisteina ou
cation (107). As tiroglobulinas e inibidores de protease de cisteina sdo caracterizados por

motivos de proteina equistation derivado de actiniam (108-110), que tém sido implicadas
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na inibicdo de protease (108), além disso, estdo associados com molécula do complexo
principal de histocompatibilidade (MHC) de classe II, suportando a participacdio como um
fator de controle no processo de apresentacdo de antigenio (107). Essas proteinas sdo
caracterizadas pela presenca do dominio TY na base de dados SMART e tém sido
previamente identificadas em carrapatos A. variegatum, A. maculatum, R. sanguineus (51,
56, 75), e em R. microplus (94).

A tabela Suplementar 2 mostra quatro sequéncias completas assembladas a partir de
76 reads, possuindo peptideo sinal indicativo de secre¢do e dominios TY na base de dados
SMART. Todas as sequéncias exibem melhores similaridades para uma tiropina salivar de
R. sanguineus depositada na base de dados do NR-NCBI. Tal como observado no
sialotranscriptoma de A. maculatum, foi recuperado uma sequéncia (Rm-nr-55483) com 26
sitios potenciais para galactosilagdo, portanto indicando dominios de tiropina e mucina
(75).

Em geral, os membros desta familia sdo significativamente mais expressos (p
<0,001) em bibliotecas de RmR (Tabela 9). Quando a fonte de alimentacao sanguinea é o
hospedeiro resistente, os membros dessa familia sdo expressos durante todas as fases de
desenvolvimento do carrapato, ja quando a fonte de alimentagcdo sanguinea é hospedeiro

suscetivel apenas ninfas expressam esses transcritos (Tabela suplementar 33).
Cistatinas

Cistatinas pertencem a uma familia de inibidores de protease de cisteina,
geralmente contendo quatro residuos de cisteina conservados, que formam duas ligacdes de
dissulfureto e, tipicamente, apresenta 115 aminodcidos (111-114). Estes foram
funcionalmente caracterizados como inibidores da catepsina L e S, que possuem atividade
antiinflamatdria e imunossupressora (115), e sdo consideradas alvos em potenciais para as
vacinas (30, 116). Trinta e quatro CDS para cistatinas extraidos de 941 reads foram
recuperados do sialotransciptoma de R. microplus, 21 das quais sdo sequéncias completas,
incluindo peptideo sinal indicativos de secregao.

Representantes desta familia estdo presentes em todas as bibliotecas de R.
microplus (Tabela suplementar 33), porém apresentando expressao significativamente mais
elevada (p = 0,009) em bibliotecas de RmS (Tabela 9). Em andlise dos transcritos por
estdgio de desenvolvimento do carrapato, estes estdo significativamente mais expressos em

LNARmMR (p = 0,02), enquanto que no estigio intermedidrio (ninfa) e adulto (macho)
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essas transcritos sao significativamente mais expressos (p <0,001) em RmS (Tabela
suplementar 33).

J4 em andlise dos transcritos das bibliotecas RmR, estes transcritos sao
significativamente mais expressos em carrapatos machos (Tabela suplementar 34),
enquanto que os transcritos das bibliotecas de RmS sdo significativamente mais expressos
em ninfas e machos (Tabela suplementar 35). Portanto, independente da origem de
alimentacdo de sangue, os carrapatos vao precisar sempre de membros desta familia
durante todo o curso da infestacdo. Em adi¢do, os carrapatos machos sdo os que se
destacam na expressao de transcritos desta familia, sugerindo que novamente os carrapatos

machos tém um papel importante no processo final de refeicao de sangue.

Dominio Kazal

Peptideos contendo dominio kazal pertencem a uma importante familia que sao
considerados inibidores de serina protease e também podem afetar outras proteinas, como
trombina e plasmina, além de apresentar atividade antimicrobiana (117-120). Além disso,
no sialotranscriptoma de Am. variegatum as proteinas que contém varios dominios pode
apresentar o dominio de Kazal, em conjunto com o dominio de ligacdo a fator de
crescimento de insulina, sugerindo uma fung¢io de modulagao de cascatas de transducdo de
sinal (56). Representantes desta familia foram previamente identificadas em outros
sialotranscriptomas de artropodes hematéfagos, incluindo os carrapatos R. sanguineus, A.
variegatum e A. maculatum (51, 56, 75).

Aqui, 6 CDS assembladas a partir de 306 reads apresentando peptideo sinal foram
recuperadas e anotadas como peptideos contendo dominio kazal, destas, trés CDS (Rm-nr-
88797, Rm-n-113485 e Rm-n-113484) sdo sequéncias completas. A CDS nomeado como
Rm-nr-88797 presente no sialotranscriptoma de R. microplus teve a identidade de 99% e
cobertura de 73% com uma CDS de A. maculatum (Am-25261). Anotagao anterior desse
transcrito mostra um dominio Kazal na sua regido amino terminal, um dominio EFhand e
um dominio de von Willebrand do tipo C na reagido carboxi terminal. Esta proteina
apresenta uma alta identificacio com a proteina relacionada com folistatina (FRP) do
carrapato Haemaphysalis longicornis, que tém sido associados a funcao housekeeping (75).
Proteinas semelhantes nos vertebrados tém sido associadas a modulacdo no transporte de

fons em neurdnios, apesar de fungdo de housekeeping (121).
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Em relacdo as andlises de comparacao entre as bibliotecas, estes representantes sao
significativamente mais expressos (p <0,001) em bibliotecas de RmS (Tabela 9). Em
relacdo a andlise entre estdgios de desenvolvimento de carrapato, esses representantes nao
apresentam diferenca significativa entre as LNA, enquanto NRmR t€ém uma expressao
significativamente maior do que NRmS (p = 0,07) e na fase adulta, os carrapatos machos e
fémeas quando alimentados em hospedeiro suscetivel exibem nimeros significativamente
maiores de transcritos (p<0,001) do que os adultos alimentados em hospedeiros resistentes

(Tabela suplementar 33).

Inibidores da carboxipeptidase (IC)

Proteinas presentes nesta familia foram identificadas e caracterizadas em carrapatos
R. bursa, R. sanguineus, H. longicornis e A. maculatum (51, 75, 122-124). O 1IC de R.
bursa € uma proteina fortemente restringida por ligacdes dissulfureto que mostra estimular
a fibrindlise in vitro pela inibi¢do da carboxipeptidase B do plasma, também conhecido
como inibidor fibrindlise ativdvel por trombina (122).

Um grupo de 17 sequéncias que codificam para IC assembladas a partir de 508
reads foram obtidas do sialotranscriptoma de R. microplus. Destas, 13 CDS apresentaram
peptideo sinal indicando secrecdo. Sete CDS apresentaram melhores similaridades com
sequéncias de R. bursa, no entanto 5 CDS apresentaram com R. sanguineus, além de 2
CDS para H. longicornis, 2 CDS para I. scapularis e 1 CDS para Cupiennius Salei,
indicando assim a sua diversidade.

Em geral, esses representantes sao significativamente mais expressos (p <0,001)
em bibliotecas de RmS (Tabela 9). Com relac@o as andlises dos transcritos por estagios de
desenvolvimento do carrapato, estes representantes ndo apresentaram diferenca
significativa entre as bibliotecas larvas ndo alimentadas (LNARmS e LNARmR) bem
como as bibliotecas de fémeas (FSGRMS e FSGRmR). J4 em relagcdo as bibliotecas de
ninfas (GSNRmS e GSNRmR) esses representantes sdo significativamente mais expressos
em NRmS (p<0,001), o mesmo acontece com a biblioteca de machos que tém a expressao
significativamente maior (p<0,001) para esses transcritos quando se alimentam nesses
mesmos hospedeiros (Tabela suplementar 33). Assim, sugere-se que R. microplus pode
usar esses representantes para promover os distirbios da coagulagdo em seus hospedeiros,

especialmente em hospedeiros suscetiveis.
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Chimadanina

Tabela suplementar 2 revela 4 CDS assembladas a partir de 491 reads (3 CDS sdo
sequéncias completas) codificando para um inibidor de trombina previamente identificado
em H. longicornis, denominada chimadanina. Esta proteina pode desempenhar uma funcao
durante obtencdo de sangue pelos carrapatos, por apresentar funcdo anticoagulante com
atividade inibidora da trombina (125). Semelhante as outras familias associadas a
facilitacdo de obtencdo de sangue, os transcritos desta também estdo significativamente
mais expressos (p<0,001) em bibliotecas de RmS (Tabela 9).

Em bibliotecas larvas ndo alimentadas ndo foram encontrados membros dessa
familia, j4 nos estdgios de ninfas e adulto (machos e fémeas) estes representantes sao
significativamente mais expressos (p<0,001) quando se alimentaram em hospedeiros
suscetiveis (Tabela suplementar 33). Estes resultados sugerem que os carrapatos quando
alimentados em hospedeiros suscetiveis produzem mais proteinas dessa familia para

facilitar o processo de refeicdo de sangue.

Proteina ligante de Fosfatidiletanolamina

Nesse sialotranscriptoma de R. microplus foi identificado 1 CDS assemblada de 31
reads associada com proteina ligante de fosfatidiletanolamina. Esta proteina pertence uma
outra familia associada com inibidores de serina protease (126) e tem sido encontrada em

A. maculatum (75). Sua funcdo ainda precisa ser determinada.
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Tabela 8. Classificacdo funcional dos transcritos do sialotranscriptoma de R. microplus anotados na categoria secretadas.

. Namero Numero % total Presente no
Classes ¢ familias de CDS dereads de reads* Reads/CDS proteoma?qual(is)?
Proteinas secretadas putativas
DOMINIOS DE INIBIDORES DE PROTEINASE
Dominio Kunitz
Hexalaris 2 68 0,02 34 -
Pentalaris 4 136 0,05 34 -
Tetralaris 11 345 0,12 31,36 -
Trilaris 28 920 0,33 32,86 -
Bilaris 61 1.598 0,57 26,20 -
Monolaris 95 2.341 0,84 24,64 -
Total 201 5.408 1,94 26,91
Dominio TIL (pode apresentar fungdo antimicrobiana) 72 2.260 0,81 31,39 -
Dominio de Tiropinas 4 76 0,03 19,00 -
Cistatina 34 941 0,34 27,68 -
Serpina 15 954 0,34 63,60 SalivaS e R
Peptideos contendo dominio Kazal 6 306 0,11 51,00 -
Inibidor de Carboxipeptidase (IC) 17 508 0,18 29,88 -
Chimadanina 4 491 0,18 122,75 -
Proteina ligante de Fosfatidiletanolamina 1 31 0,01 31,00 -
Outros inibidores de proteases 14 527 0,19 37,64 -
ENZIMAS
PEPTIDASES SECRETADAS
Metaloproteases da familia reprolisina 115 5.686 2,04 49,44 -

Metaloprotease do tipo Neprilisina
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Familia M13/Neprilisina 44
Outras metaloproteases 13
Dipeptidil-peptidase /familia M2 7
Serino proteases 74
Serino carboxypeptidases 25
Transglutaminase 4
Legumaina 5
Endopeptidases 7
Catepsina (proteases contendo aspartil e cisteina) 4
Outras peptidases 4
NUCLEASES SECRETADAS
Deoxiribonuclease 11 10
Ribonuclease especifica para dsRNA 1
Ribonuclease, T2 family 2
Outras endonucleases 3
5" nucleotidase 14
LIPASES E ESTERASES 6
ESFINGOMIELINA FOSFODIESTERASE 2
GLICOSIDASES SECRETADAS 15
GALACTOSIDASE/FUCOSIDASE 15
MUCINAS 215
LIPOCALINAS/PROTEINAS LIGANTE DE HISTAINA/
P27 294
FAMILIA DO ANTIGENO 5 18
PEPTIDEOS CONTENDO DOMINIO PROKINETICINA 3

PROTEINAS SECRETADAS ASSOSICADAS COM IMUNIDADE

958
339
447
5.494
544
455
149
216
103
75

404
11
22
33

572

195
18

456

1.012
21.301

10.524

1.879
20

0,34
0,12
0,16
1,97
0,20
0,16
0,05
0,08
0,04
0,03

0,15
0,00
0,01
0,01
0,21
0,07
0,01
0,16
0,36
7,65

3,78

0,68
0,01

21,77
26,08
63,86
74,24
21,76
113,75
29,80
30,86
25,75
18,75

40,40
11,00
11,00
11,00
40,86
32,50
9,00
30,40
67,47
99,07

35,80

104,39
6,67
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GSMRmR e GSNRmR

GSFRmS
GSNRmS

GSMRmR ¢ S; e GSNRmS
GSMRmR e S
GSNRmR ¢ S; e SalivaR e S

GSFRmS, GSNRmS e
GSMRmR
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PEPTIDEO ANTIMICROBIAL

Defensina

Longicornsina

Hebreaina/ricinusina/microplusina

Inibidor de elastase de neutrofilo

Outras proteinas intermedidrias

Lisozima
PROTEINAS LIGANTES DE IMUNOGLOBULINA
IMUNOSSUPRESSOR DAP-36
EVASINA
PROTEINAS ASSOCIADAS COM RECONHECIMENTO DE
PATOGENOS

Ixoderina/ficolina

ML - Niemann-Pick
PROTEINAS ESPECIFICAS DO CARRAPATO
FAMILIA RICA EM GLICINA

Proteinas semelhante a cuticula

Proteinas de cimento

Elastina

Proteina de cola

Proteinas semelhantes a seda

Proteinas contendo repeticoes de GYG

Proteinas contendo repeticoes de GGY

Outras proteinas ricas em glicinas
SALP-15
SUPERFAMILIA DE CAUDA BASICA

22

O

13

12
16
36

11
13

14
49

o))

10
11

84

23

944
126
679
528
281
32
2.810
468
1.114

277
305

357
27.527
243
217
45
145
311

12.590
88
801

0,34
0,05
0,24
0,19
0,10
0,01
1,01
0,17
0,40

0,10
0,11

0,13
9,89
0,09
0,08
0,02
0,05
0,11

4,52
0,03
0,29

4291

31,50

75,44

105,60
21,62

10,67
234,17
29,25

30,94

25,18
23,46

25,50
561,78
48,60
43,40
22,50
14,50
28,27

149,88
29,33
34,83
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SalivaR e GSNRmR
GSMRmR e S

GSFRmS; e GSMRmR e S

GSNRmR e S; GSMRmR ¢ S;
e GSFRmS
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SUPERFAMILIA DE CAUDA ACIDA 6 400 0,14 66,67 -
8.9 KDA 17 435 0,16 25,59 -
9.4 KDA 6 441 0,16 73,50 -
10 KDA 4 7.478 2,69 1.869,50
SIMILAR Rhipicephalus
GSMRmRe S; GSNRmR e S;
Proteinas associadas ao R. microplus 243 11.045 3,97 45,45 e SalivaS
GSMRmRe S; GSNRmR e S;
Proteinas associadas ao R. appendiculatus 113 5.089 1,83 45,04 e GSFRmS
SIMILAR Amblyomma
Proteinas associadas ao Amblyoma maculatum 49 1.294 0,46 26,41 -
Proteinas associadas ao Amblyomma variegatum 6 101 0,04 16,83 -
Proteinas associadas ao Amblyomma americanum 6 86 0,03 14,33 -
GSNRmR e S; GSMRmS; e
SIMILAR Ixodes scapularis 12 918 0,33 76,50 GSFRmS
SIMILAR Dermacentor andersoni 45 1.148 0,41 25,51 -
OUTRAS PROTEINAS SECRETADAS 43 1.409 0,51 32,77 GSFRmS e GSNRmS
OUTRAS PROTEINAS SECRETADAS NAO GSNRmR e S
CARACTERIZADAS 1.432 136.204 48,93 95,11
Total 3.600 278.351

* Associados com total de reads da categoria S.
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Enzimas

Sequéncias contendo assinaturas de enzimas e possuindo sinal de secrecdo foram
anotadas como enzimas secretadas. Estas representam 5% das reads anotadas como
proteinas putativamente secretadas, totalizando 302 CDS. E importante notar que algumas
enzimas listadas abaixo podem também ser associadas com a fun¢do constitutiva, assim,

uma discussdao mais detalhada dessas proteinas pode ser observada abaixo.
Protease

No presente sialotranscriptoma de R. microplus, as proteases secretadas
representam a maioria das CDS que codificam para as enzimas, em consonancia com O
sialotranscriptoma de A. maculatum (75). Dessas, as metaloproteases representam a maior
parte das sequéncias extraidas, totalizando 172 CDS derivados de 6.983 reads. As
metaloproteases foram sub-classificados em (i) familia reprolisina contendo 115 CDS
assembladas de 5.686 reads, (i1) familia neprilisinas contendo 44 CDS assembladas de 958

reads e outras metaloproteases contabilizando 13 CDS assembladas de 339 reads.

1) Metaloprotease do tipo reprolisina

Membros desta familia tém sido encontrados em abundancia nos
sialotranscriptomas de diversos carrapatos (25, 65, 75, 127). Aqui, no sialotranscriptoma
de R. microplus foram anotados transcritos que codificam para proteinas que contém o
dominio ZnMc_salivary_gland_MPs no banco de dados CDD, totalizando 115 CDS. Deste
total, 33 CDS sao sequéncias completas contendo um previsto peptideo sinal indicativo de
secrecdo. Outras 14 sequéncias incompletas também apresentam peptideo sinal.
Metaloproteases do tipo reprolisina foram identificados e caracterizados em saliva do
carrapato 1. scapularis como um potente inibidor da proliferacdo de células endoteliais e da

angiogénese, além de outras atividades fibrinogenolitica (27, 65).

i1) Metaloprotease do tipo neprilisina

Este grupo € representado pela metaloprotease que apresenta motif
peptidase_M13_N na base de dados PFAM, que desempenha um importante papel no na
sinalizacdo de peptideo na superficie da célula (128, 129). As neprilisinas sdo

ectopeptidases integrais de membrana de plasma do tipo II e, geralmente, ndo aparecem na
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saliva de carrapato, por causa de um segmento hidrofébico ndo clivado préximo ao NH2
terminal, que forma uma ancora de membrana (128, 130). A perda desses dominios de
ancoragem de membrana leva a sua presenca na saliva do carrapato. Em geral, estas
enzimas estdo envolvidas no metabolismo de varios péptidos que regula a inflamacdo e o
sistema imune (129), portanto, representam alvos terapéuticos em potenciais (128). Vinte e
uma CDS, das 44 CDS, sdo sequéncias completas como mostrado na Tabela suplementar
2, mas apenas 2 (Rm-TB2-59318 e Rm-TB2-14440) dessas sequéncias possuem peptideo
sinal indicativo de secrecdo. Outras 4 CDS sdo sequéncias incompletas, mas também
apresentam peptideo sinal.

As metaloproteases do tipo reprolisina e neprilisina sdo expressas em todas as fases
de desenvolvimento do carrapato (Tabela suplementar 33). Em relacdo as andlises dos
transcritos de acordo com origem de refeicdo sanguinea, estes representantes sao
significativamente mais expressos (p<0,00/) em bibliotecas RmS (Tabela 9),
principalmente em ninfas e machos (Tabela suplementar 33). J4 em andlises de transcritos
oriundos das bibliotecas RmR, os niveis significativamente mais elevados de expressao
foram encontrados em bibliotecas de LNARmR e GSFRmR (Tabela suplementar 34).
Sugerimos que a presenca dessas enzimas secretadas podem atuar na degradacdo de

pepideos inflamatérios e imunes dos hospedeiros.

Dipeptidil-peptidase / familia de dominio M2

As enzimas presentes nesta familia sdo chamadas de enzimas conversoras de
angiotensina I devido a presenga de dominio peptidase_M2 na base de dados PFAM. A
enzima conversora da angiotensina € uma exopeptidase circulante que participa do sistema
de renina-angiotensina, que medeia volume extracelular e estd diretamente associada a
vasoconstri¢do pela conversdo da angiotensina I em um péptido ativo da angiotensina II.
Em saliva de I. scapularis, estes componentes tém sido envolvidos na degradacdo da
bradicinina (131), favorecendo a vasoconstri¢do, uma vez que a bradicinina causa a
vasodilatacao.

Membros desta familia foram identificados no presente sialotranscriptoma de R.
microplus, totalizando 7 CDS assembladas a partir de 447 reads apresentando melhor
correspondencia a I. scapularis em bancos de dados NR-NCBI. Trés CDS sao sequéncias
completas e duas (Rm-nr-105343 e Rm-nr-105362) possuem peptideo sinal indicativo de

secrecdo. Novamente, semelhante que acontece nas familias de metaloproteases, o0s
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transritos desta familia também estdo significativamente mais expressos em RmS (Tabela

9), principalmente em carrapatos machos (Tabela suplementar 33).

Serino proteases

Estas enzimas semelhantes a tripsina foram abundantemente encontradas em
sialotranscriptomas de artrépodes hemat6fagos, incluindo os carrapatos (25, 53, 75). Essas
enzimas participam da inflamacdo ou da inibicdo da coagulacdo sanguinea, afetando a
proteina C reativa ou vias de fibrindlise em seus hospedeiros (25, 132). Membros desta
familia, recuperados no presente estudo, foram anotados em 74 CDS assemblados de 5.494
reads. Quarenta e quatro CDS sdo sequéncias completas, destas, 33 CDS possuem peptideo
sinal indicativo de secrecdo. Embora transcritos dessa familia s@o significativamente mais
expressos nas bibliotecas RmR (Tabela 9), os MRmS expressam significativamente mais
transcritos (p<0,001) em relacdo aos MRmR (Tabela suplementar 33). Em adicdo,
proteinas dessa familia foram identificadas também nos proteomas de GSNRmR e
GSMRmR, portanto, no geral, estas enzimas sdo importantes durante toda a infestagao
independentemente da origem da refeicdo de sangue do carrapato, se em hospedeiro

resistente ou suscetivel.

Serina carboxipeptidases

As serina carboxipeptidases sdo caracterizadas pela presenca do dominio
Peptidase_S10 na base de dados PFAM. Esta enzima foi identificada no intestino do
carrapato H. longicornis e sua expressao foi aumentada durante a obtengdo de sangue. Esta
enzima pode se lozalizada em vacuolos lisossomais e na superficie de células epiteliais.
Em ensaios funcionais enzimdticos esta enzima revelou eficientemente hidrolisar
substratos sintéticos especificos para a catepsina A e tiol-proteases. Além disso, esta
enzima foi associada com a clivagem de hemoglobina, um dos principais componentes da
alimentacdo sanguinea (133). Portanto, esta pode desempenhar um papel importante na
digestdo de sangue do hospedeiro.

Aqui, foram recuperadas 25 CDS apresentando similaridade para esta familia de
enzimas, destas, 10 CDS sdo sequéncias completas e 5 CDS apresentam peptideo sinal
indicativo de secrecdo. Representantes desta familia estdo igualmente distribuidos entre as
bibliotecas de RmR e RmS (Tabela 9). Em adicdo, estes estdo presentes em todas as fases

de desenvolvimento do carrapato (Tabelas suplementares 34 e 35).
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Transglutaminase

Tabela suplementar 2 exibe 4 CDS assembladas a partir de 455 reads anotadas
como transglutaminase. O papel dessa enzima ainda nao estd claro em carrapatos, mas
sugerem que pode participar na coagulacdo do sangue e do sistema de fibrindlise, através
do fator XIII ou na estabilizacdo da fibrina (134, 135). Esses representantes sao
significativamente mais expressos em bibliotecas RmR (Tabela 9), especialmente em
bibliotecas de LNARmMR e GSFRmR (Tabela suplementar 33). Nota-se nas bibliotecas de
carrapatos machos que a expressdo dos transcritos estdo significativamente maiores em
relacdo aos outros estiagios de desenvolvimento, e este aumento € independente da origem
de refeicao sanguinea (Tabelas suplementares 34 e 35). Assim, os resultados sugerem que
esses membros podem ajudar o carrapato durante a refeicdo de sangue, € novamente 0s

resultados apontam que os carrapatos machos sao os principais responsaveis por isso.

Legumaina

Legumainas sao endopeptidases asparaginilo pertencente ao cla CD
(peptidase_C13) da familia da cisteina protease € sdo comumente encontrados no trato
digestivo do carrapato e, geralmente, a expressdo ¢ aumentada durante processo de
alimentacdo de sangue. Sua funcdo geralmente estd associada como processo
hemoglobindlise (136-139). No presente trabalho, 5 CDS assemblados de 149 reads foram
anotadas a esta familia da legumaina. As sequéncias Rm-n-117561, Rm-n-20455 ¢ Rm-n-
112512 sdo sequéncias completas. Esses representantes estdo igualmente expressos em
bibliotecas de RmR e RmS (Tabela 9). Em relacdo as anélises de acordo com estagio de
desenvolvimento, estes representantes sao significativamente mais expressos em carrapatos
machos, independentemente da origem de alimentacdao de sangue (Tabelas suplementares
33-35). Assim, estes podem ser criticos para o processo final de digestdo de componentes
sangineos obtidos pelos carrapatos.

Além disso, 4 CDS para catepsina (aspartil e cisteina proteases) também foram
encontradas em R. microplus, apresentando peptideo sinal indicativo de secre¢do. No
entanto, estas proteinas podem ser destinadas para o lisossoma. Outras 11 CDS foram

encontradas e anotadas como peptidase ou endopeptidase.
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Endonucleases

No presente sialotranscriptoma de R. microplus foram recuperadas 16 CDS para as
endonucleases assemblados a partir de 470 reads. Destas, 10 CDS anotadas como
desoxirribonuclease II, incluindo 4 sequéncias completas contendo peptideo sinal
indicativo de secrecdo. Constatou-se também trés CDS para ribonuclease, tal como T2 e
ribonuclease especifico para dsRNA. Estas endonucleases foram encontradas em diversos
artrépodes, incluindo carrapatos (25, 56, 75, 140-142). Em adi¢do, membro desta familia
também foi recuperado no proteoma de GSFRmS. Em geral, a desoxirribonuclease e
ribonuclease estdao envolvidas no metabolismo de nucledtidos por hidrolisar as ligacdes de
desoxirribonucledtidos no DNA nativo e desnaturado, e catalisar a degradacdo de RNA em
componentes menores, respectivamente.

Aqui, estes representantes estao presentes em carrapatos independente da origem de
refeicdo sanguinea, apresentando diferenca significativa entre as bibliotecas nas familias de
desoxirribonuclease II, T2 e em outras endonucleases. Os transcritos associados a
desoxirribonuclease II estdo significativamente mais expressos nas bibliotecas RmS,
enquanto que as outras duas familias estio em bibliotecas RmR (Tabela 9). Assim,
sugerimos que estas endonucleases podem ajudar os carrapatos durante a sua fixagdo, por
reduzir a viscosidade e laceracdo da les@o de alimentacdo na pele do hospedeiro, além de
produzir nucleotideos antiinflamatérios e, possivelmente, também podem afetar a
formacdo de NET pelos neutréfilos (do inglés, neutrophil extracellular trap), mas esta

situacdo ainda ndo estd esclarecida em carrapato (142, 143).

5' nucleotidase / apirase

Membros da familia 5'-nucleotidase, as apirases tém sido comumente identificadas
em glandulas salivares de varios artrépodes hematéfagos, incluindo os carrapatos (75, 144-
146). No sialotranscriptoma de R. microplus exibe 14 CDS assembladas de 572 reads e
anotadas como membros da familia 5' nucleotidase, incluindo 4 CDS completas contendo
peptideo sinal indicativo de secrecao.

Estes representantes estdo similaridade expressos em bibliotecas de RmR e RmS
(Tabela 9) e estdo abundantemente expressos no estdgio adulto - macho e fémea (Tabelas
suplementares 34 e 35). Estas apirases apresentam atividades antiinflamatéria e

antihemostatica por hidrélise de ATP e ADP libertado pelas células que sofreram lesdo,
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plaquetas e neutréfilos para produzir AMP e fosfato inorganico, favorecendo a inflamacao
e a agregacdo de plaquetas (25, 146-149). Portanto, esses representantes podem ser
essenciais para o carrapato controlar as respostas inflamatéria e hemostatica de seus

hospedeiros.

Lipases / esterases / esfingomielinas

As lipases sdo enzimas que pertencem a subclasse das esterases, que sao
fundamentais no metabolismo lipidico. Além disso, algumas lipases sdo secretadas por
agentes patogénicos para facilitar a infec¢ao (150) e também estas enzimas podem afetar a
resposta inflamatéria e imune do hospedeiro, por interferir em vias de sinalizac@o. Estas
enzimas tém sido encontradas em carrapatos (75, 151). Aqui, seis CDS para lipase foram
anotadas a partir de 195 reads, sendo 3 CDS sdo sequéncias completas contendo peptideo
sinal indicativo de secre¢do. Além disso, 2 sequéncias completas associadas a
esfingomielina fosfodiesterase assembladas de 18 reads também foram recuperadas do
sialotranscriptoma. Ambas as familias estdo significativamente mais expressa (p=0,04 e
p=0,03, respectivamente) em bibliotecas RmR (Tabela 9). Esses representantes,
basicamente, estdo presentes em carrapatos machos (Tabela suplementar 33). Assim,
novamente os carrapatos machos podem ser fundamental para modular importantes

respostas de seus hospedeiros.
Glicosidases

O sialotranscriptoma de R. microplus revelou 15 CDS assembladas de 456 reads
apresentando dominio de quitinase em diversos banco de dados. Trés destas CDS sdo
sequéncias completas, incluindo peptideo sinal indicativo de secrecao. Estas quitinases sao
enzimas hidroliticas que quebram ligacdes glicosidicas em quitina e também tém atividade
no sangue. A medida que a quitina é um componente da parede das células e elementos de
exoesqueletos de alguns agentes patogénicos, que por sua vez podem estar presentes na
circulacio sanguinea dos hospedeiros do carrapato, estas glicosidases podem
desempenham importante funcdo na protecdo do carrapato contra a invasdao de agentes
patogénicos, tornando estes representantes uteis para compor futura vacina anticarrapatos
(152). Além disso, as proteinas contendo dominio de ligagdo a quitina desempenham

importante papel na lubrificacdo das partes bucais dos carrapatos e na adesdo da matriz
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extracelular (53). Assim, as quitinases também podem participar do recrutamento e
ativacao de basofilos (153, 154).

Esses representantes estdo expressos entre nas bibliotecas de RmR e RmS (Tabela
9). Além disso, esses estdo abundantemente expressos em carrapatos machos
independentemente da origem de refeicdo sanguinea (Tabelas suplementares 34 e 35). Em
andlise comparativa usando bibliotecas de carrapatos machos, os transcritos dessa familia

estdo significativamente mais expressos (p<0,001) em MRmS (Tabela suplementar 33).

Galactosidase / fucosidase

Quinze CDS assembladas a partir de 1.012 reads codificando para galactosidase ou
fucosidase foram anotadas no sialotranscriptoma de R. microplus, sendo 6 CDS como
sequéncias completas, incluindo pepitideo sinal indicativo de secre¢do. Em adigdo,
membros dessa familia foram identificados nos proteomas de GSMRmR, GSMRmS e
GSNRmS, e geralmente estdo associados com o metabolismo de carboidratos. Portanto,
estas enzimas podem executar varias funcdes, e em carrapatos podem quebrar a matriz da
pele dos hospedeiros, além de participar do balanco de glicosilacdo e sialilagdo do
fragmento constante das imunoglobulinas G alterando drasticamente as atividades pré e
antiinflamatoérias destas IgGs, por alterar a afinidade de liga¢do ao receptor Fc (155, 156).

Estes representativos estdo significativamente mais expressos (p<0,001) em
bibliotecas de RmR (Tabela 6), particularmente em larvas ndo alimentadas, ninfas e
machos (Tabela suplementar 33). Nesse sentido, esses representantes podem estar sendo
usados pelos carrapatos para ajudar na modulagdo da resposta imune humoral de seus

hospedeiros, principalmente em carrapatos alimentados em hospedeiros resistentes.

Mucinas / Peritrofina

Duzentos e quinze CDS foram extraidas a partir de 21.301 reads provenientes do
sialotranscriptoma de R. microplus e anotadas como mucinas. Destas, 97 CDS sdo
sequéncias completas, incluindo peptideo sinal indicativo de secre¢do. Outras 40 CDS
apresentaram peptideo sinal. Em adicdo, membros dessa familia também foram
encontrados nos proteomas de GSMRmR e GSMRmS.

Estas sdo caracterizadas como proteinas ricas em serina/treonina contendo grande
nimero de sitios de possiveis glicosilagdao (NetOGlyc) e sdo geralmente encontradas em

tecidos da mucosa. Estas proteinas foram encontradas em sialotranscriptomas de carrapatos
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(51, 75) e possuem importante fun¢do na imunidade, por agir na prevencdo e protecao
contra patogénios (143, 146). Esses representantes estdo significativamente mais expressos
em todas as fases de desenvolvimento do RmR (Tabela suplementar 33). Em
complemento, estes estdo abundantemente mais expressos em carrapatos machos (Tabelas

suplementares 34 e 35).

Lipocalina

Viérios membros da familia das lipocalinas foram abundantemente encontrados em
glandulas salivares de artrépodes hematéfagos, incluindo carrapatos duros e moles (51, 53,
57, 93, 157). Aqui, foram recuperadas 294 CDS deduzidas de 10.524 reads apresentando
melhor similaridade com proteinas da familia das lipocalinas, como proteina P27, proteina
ligante de histamina e serotonina, entre outras lipocalinas. Destas, 143 CDS sdo sequéncias
completas contendo peptideo sinal indicativo de secre¢dao. Outras 56 sequéncias completas
ndo apresentaram peptideo sinal. Além disso, membros dessa importante familia também
foram recuperados dos proteomas de GSNRmR, GSNRmS, SalivaR e SalivaS.

E conhecido que histamina e serotonina sio importantes mediadores da inflamacdo
e hemostasia e podem ser criticos para o ingurgitamento dos fémeas e para transmissao de
Borrelia burgdorferi, agente causador da doenca de lyme (158). Além disso, a resisténcia
dos bovinos ao R. microplus pode estar associado com a quantidade total de histamina na
pele de bovinos (159). Para intervir de forma eficaz as respostas eficientes dos
hospedeiros, os carrapatos produzem proteinas que bloqueam estes mediadores (160).
Outras fungdes, como anticoagulante (161), anticomplemento (162), regulacio da
hemostasia e inflamagdo por catalizadores de aminas biogé€nicas (163), ADP (164),
tromboxane A2 e leucotrienos (165, 166) também estdo associados com membros dessa
familia.

Cinquenta e quatro sequéncias completas associadas com proteina ligante de
histamina contendo dominio de ligacdo em histamina (His-binding) nas bases de dados
CDD e Pfam e 1 sequéncias de lipocalina de alta afinidade para serotonina e histamina
(SHBP) (160) foram utilizadas para realizar uma andlise filogenética (Figura 4). A
filogénia indica a diversidade das lipocalinas que podem desempenhar funcgdes
semelhantes. As sequéncias foram agrupadas em 10 diferentes clados (grupos de I-X),
definidos por proteinas pertencentes ao clado com > 59% de suporte de bootstrap. Note-se

que a andlise inclui proteinas que sdo muito semelhantes umas as outras, bem como
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proteinas que sdao muito diferentes entre si. Além disso, lipocalinas de R. microplus
presentes nesta andlise sio muito divergentes da sequéncias de SHBP do carrapato D.
reticulatus, mas podem apresentar fun¢do semelhante. Em geral, esta abundincia de
sequéncias presentes no mesmo clado pode representar duplicacdo génica, sendo expressas
em diferentes momentos do parasitismo, conforme necessidade dos carrapatos.

Esses representantes estdo significativamente mais expressos (p<0,001) em
bibliotecas RmS (Tabela 9). Nas bibliotecas de larvas ndo alimentadas, esses
representantes estdo significativamente mais expressos em LNARmR (p<0,001), enquanto
que nos estdgios de ninfa, macho e fémeas esses representantes estdo significativamente
mais expressos (p<0,001) em RmS (Tabela suplementar 33). Em geral, membros desta
familia estdo presentes em todas as fases de desenvolvimento de carrapato,
independentemente da origem de refeicdo sanguinea (Tabelas suplementares 34 e 35).
Assim, devido ao fato de que o R. microplus permanece fixados em seus hospedeiros por
algumas semanas, a diversidade e a quantidade destas lipocalinas podem refletir na

adaptacdo em seus hospedeiro para uma eficiente e completa refei¢ao sanguinea.

Peptideos contendo dominio prokineticina

Trés sequéncias completas codificando para peptideos contendo dominio
prokineticina foram deduzidas do sialotanscriptoma de R. microplus contendo dominio
prokineticina na base de dados PFAM. Embora essas proteinas ndo apresentam fungdes
conhecida em carrapatos, sabe-se que pertencem a mesma familia das proteinas do veneno
da cobra mamba preta que induzir a contrac¢do do musculo liso (167). Representantes
desta familia s3o expressas basicamente nas bibliotecas RmR (Tabela 9), mais

precisamente na biblioteca de macho (Tabela suplementar 33).
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Figura 4. Anilise filogenética de proteinas ligantes de histamina em R. microplus.
Filograma bootstrapped (1.000 interacdes) resultando do alinhamento de 54 sequéncias
completas contendo peptideo sinal, bem como 1 sequéncia de SHBP (do inglés, serotonin
histamine binding protein) (gi | 18032205) previamente caracterizadas e depositadas nas
bases de dados do NCBI. Os nimeros sobre os nds indicam o suporte do bootstrap, e a
barra na parte inferior indica 50% de divergéncia de aminodcido. As clades maiores de

59% de suporte de bootstrap sao indicadas por nimeros romanos.
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Tabela 9. Representacdo dos transcritos de R. microplus de acordo com a origem de

alimentacdo sanguinea, se em hospedeiros geneticamente resistentes ou suscetiveis.

N° de reads das N° de reads das
Familia bibliotecas de RmR bibliotecas de RmS  p <0,052
Observado Esperado Observado Esperado
Proteinas constitutivas
PRODUTOS ASSOCIADOS COM IMUNIDADE
Proteina ligante de Imunoglobulina G 2390 2030,421 1405 1764,579 Sim
Similar a fator de inibi¢cdo de migragdo de
macrdfago 135 140,712 128 122,288
Similar a proteina associada com interferon 122 130,011 121 112,989
Receptores Toll-like 27 64,738 94 56,262 Sim
Alfa-2-macroglobulina 58 47,617 31 41,383 Sim
Outras proteinas associadas com imunidade 541 463,867 326 403,133 Sim
PEPTIDASES
Catepsina (proteases contendo aspartil e cisteina) 212 196,889 156 171,111
Calpaina 37 21,936 4 19,064 Sim
Aminopeptidase 74 66,878 51 58,122
Protease de membrana 45 119,846 179 104,154 Sim
Peptidase - peptideo sinal 117 89,884 51 78,116 Sim
Carboxipeptidase 114 176,023 215 152,977 Sim
Outras peptidases : 154 131,616 92 114,384 Sim
MAQUINARIA DE EXPORTACAO DE
PROTEINAS 5729 5957,507 5406 5177,493 Sim
CITOESQUELETO 9959 7990,068 4975 6943,932 Sim
DESINTOXICACAO
Sulfotransferases 242 235,946 199 205,054
Glutationa transferase 235 156,227 57 135,773 Sim
Dehidrogenases 183 146,597 91 127,403 Sim
O-Metil transferases 11 9,630 7 8,370
Transportadores para resisténcia a miltiplas
drogas
43 37,987 28 33,013
Desintoxicagd@o oxidativo
Citocromo P450 335 277,678 184 241,322 Sim
Catalase 68 61,528 47 53,472
Superoxido dismutase 34 24,076 11 20,924 Sim
Selenoproteinas 113 100,585 75 87,415
MATRIZ EXTRACELULAR E ADESAO 15265 10046,170 3512 8730,830 Sim
METABOLISMO
Amino acido 1834 1682,655 1311 1462,345 Sim
Carboidrato 2263 2051,822 1572 1783,178 Sim
Energia 8312 25258,009 38897 21950,991 Sim
Intermedidria 459 445,676 374 387,324
Lipideo 2318 1976,383 1376 1717,617 Sim
Nucleotideo 1637 1483,090 1135 1288,910 Sim
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EXPORTACAO NUCLEAR
REGULACAO NUCLEAR
MAQUINARIA DE MODIFICACAO PROTEICA
MAQUINARIA DE PROTEASSOMA
MAQUINARIA DE SINTESE PROTEICA
TRANSDUCAO DE SINAL

Similar para protefna associada com apoptose
FATOR DE TRANSCRICAO
MAQUINARIA DE TRANSCRICAO
TRANSPORTADORES E ARMAZENAGEM

PROTEI:NAS CONSERVADAS DESCONHECIDAS
PROTEINAS CONSERVADAS SECRETADAS
DESCONHECIDAS

Proteinas secretadas putativas
DOMINIOS DE INIBIDORES DE PROTEINASE
Dominio Kunitz

Hexalaris

Pentalaris

Tetralaris

Trilaris

Bilaris

Monolaris

Dominio TIL (pode apresentar fungdo
antimicrobiana)

Dominio de Tiropinas
Cistatina
Serpina
Peptideos contendo dominio Kazal
Inibidor de Carboxipeptidase
Chimadanina
Proteina ligante de Fosfatidiletanolamina
Outros inibidores de proteases
ENZIMAS
PEPTIDASES SECRETADAS
Metaloproteases da familia reprolisina
Metaloprotease do tipo Neprilisina
Familia M13/Neprilisina
Outras metaloproteases
Dipeptidil-peptidase /familia M2
Serina proteases
Serina carboxypeptidases
Transglutaminase
Legumaina
Endopeptidases
Catepsina (proteases contendo aspartil e cisteina)

Outras peptidases

337
2610
6348
2467
15608
12204
681
3091
18013
5939
56991

542

51
90
178
284
707
795

1237
73
464
663
116
113
71
24
254

2540

439
187
212
3809
282
327
81
92
73
52
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255,742
2478,772
6355,030
2815,838
16143,318
10399,822
1107,502
2813,163
13950,785
4797,037

40837,411

774,717

36,382
72,763
184,584
492,223
854,970
1252,494

1209,157
40,662
503,459
510,414
163,718
271,793
262,697
16,586
281,958

3042,154

512,554
181,374
239,156
2939,429
291,054
243,437
79,719
115,565
55,108
40,127

141
2023
5530
2796
14565
7234
1389
2167
8062
3027
19337

906

17
46
167
636
891
1546

1023

477
291
190
395
420

273

3146

519
152
235
1685
262
128
68
124
30
23

222,258
2154,228
5522,970
2447,162
14029,682
9038,178

962,498
2444.837
12124,215
4168,963
35490,589

673,283

31,618

63,237
160,416
427,777
743,030
1088,506

1050,843
35,338
437,541
443,586
142,282
236,207
228,303
14,414
245,042

2643,846

445,446
157,626
207,844
2554,571
252,946
211,563
69,281
100,435
47,892
34,873
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Sim

Sim

Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim
Sim

Sim

Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim



NUCLEASES SECRETADAS
Deoxiribonuclease I1
Ribonuclease especifica para dsRNA
Ribonuclease, T2 family
Outras endonucleases
5" nucleotidase
LIPASES E ESTERASES
ESFINGOMIELINA FOSFODIESTERASE
GLICOSIDASES SECRETADAS
GALACTOSIDASE/FUCOSIDASE

MUCINAS )
LIPOCALINAS/PROTEINAS LIGANTE DE
HISTAINA/ P27

FAMILIA DO ANTIGENO 5

PEPTIDEOS CONTENDO DOMINIO
PROKINETICINA

PROTEINAS SECRETADAS ASSOSICADAS
COM IMUNIDADE

PEPTIDEO ANTIMICROBIAL

Defensina

Longicornsina

Hebreaina/ricinusina/microplusina

Inibidor de elastase de neutrdfilo

Outras proteinas intermedidrias

Lisozima
PROTEINAS LIGANTES DE IMUNOGLOBULINA
IMUNOSSUPRESSOR DAP-36

EVASINA
PROTEINAS ASSOCIADAS COM
RECONHECIMENTO DE PATOGENOS

Ixoderina/ficolina
ML - Niemann-Pick
PROTEINAS ESPECIFICAS DO CARRAPATO
FAMILIA RICA EM GLICINA
Proteinas semelhante a cuticula
Proteinas de cimento
Elastina
Proteina de cola
Proteinas semelhante a seda
Proteinas contendo repeticoes de GYG
Proteinas contendo repeticoes de GGY
Outras proteinas ricas em glicinas
SALP-15
SUPERFAMILIA DE CAUDA BASICA
SUPERFAMILIA DE CAUDA ACIDA
8.9 KDA
9.4 KDA

119

17

29
291
118

14
251
841

17423

3153
1014

19

497
54
360
265
238
25
2261
132
429

137
189

310
24452
210
142
32
138
195
10010
43
360
103
109
59
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216,150
5,885
11,771
17,656
306,034
104,330
9,630
243,972
541,446
11396,574

5630,606
1005,313

10,701

505,064
67,413
363,282
282,493
150,342
17,121
1503,421
250,392
596,018

148,202
163,183

191,004
14727,641
130,011
116,100
24,076
77,579
166,393
6735,969
47,082
428,555
214,010
232,736
235,946

285
2
5
4
281
77
4
205
171
3878

7371
865

1

447
72
319
263
43

549
336
685

140
116

47
3075
33
75
13
7
116
2580
45
441
297
326
382

187,850
5,115
10,229
15,344

265,966
90,670
8,370

212,028

470,554

9904,426

4893,394
873,687

9,299

438,936
58,587
315,718
245,507
130,658
14,879
1306,579
217,608
517,982

128,798
141,817

165,996
12799,359
112,989
100,900
20,924
67,421
144,607
5854,031
40,918
372,445
185,990
202,264
205,054
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Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim
Sim
Sim
Sim

Sim

Sim

Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim

Sim

Sim
Sim
Sim

Sim
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10 KDA 7098 4000,919 380 3477,081
SIMILAR Rhipicephalus

Proteinas associadas ao R. microplus 5626 5909,354 5419 5135,646

Proteinas associadas ao R. appendiculatus 3401 2722744 1688 2366,256
SIMILAR Amblyomma

Proteinas associadas ao Amblyoma maculatum 674 692,323 620 601,677

Proteinas associadas ao Amblyomma variegatum 52 54,038 49 46,962

Proteinas associadas ao Amblyomma americanum 27 46,012 59 39,988
SIMILAR Ixodes scapularis 677 491,153 241 426,847
SIMILAR Dermacentor andersoni 470 614,209 678 533,791
OUTRAS PROTEENAS SECRETADAS 900 753,851 509 655,149
OUTRAS PROTEINAS SECRETADAS NAO
CARACTERIZADAS 99485 72872,586 36719 63331,414
Proteinas desconhecidas 115622 177488,222 216116 154249,778
Elemento transponivel

Classe I 6227 5071,505 3252 4407,495

Classe IT 1049 1014,943 848 882,057

Outros fragmentos 1816 1478,275 947 1284,725
Proteinas virais 199 153,017 87 132,983

Sim

Sim

Sim

Sim
Sim
Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Testes de chiquadrado foram realizados para comparar o nivel de significancia entre as
familias das bibliotecas de RmR e RmS. O valor p<0,05 foi usado para estabilizar o nivel

de significancia.

Proteinas secretadas assosicadas com imunidade

Andlise do sialotranscriptoma do carrapato R. microplus revelou varias CDS
associadas a importantes moléculas farmacoldgicas bioativas envolvidas na protecdo do
carrapatos, tais como peptideos antimicrobianos (PAMs), PLIgGs, evasinas,
imunossupressores e outros (168-171). A Tabela suplementar 2 mostra aproximadamente
152 CDS para PAMs extraidas de 6.502 reads, destas, 73 CDS sdo sequéncias completas
apresentando peptideo sinal indicativo de secrecao. Estas proteinas foram distribuidas em 8
familias, denominados: familia da hebreaina/microplusina/ricinusina, defensina,
longicornsina, lisozima, ixoderina/ficolina, contendo dominio ML, antigeno 5 e proteinas
contendo dominio de inibidor semelhante a tripsina (TIL).

Em andlises comparativa entre bibliotecas de RmS e RmR (Tabela 9), das 8
familias anotadas, apenas trés familia (longicornsina, lisozima e proteinas contendo
dominio ML) estdo diferencialmente expressas (p=0,01, p=0,005 e p=0,003,

respectivamente). Portanto, estes resultados sugerem que os PAMs sdo importantes para a
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protecao dos carrapatos independente da fonte de alimentacdo sanguinea (172). Segue

abaixo uma discussio detalhada sobre essas familias de transcritos.

Hebreaina / microplusina / ricinusina

Familia representada por 9 CDS assembladas a partir de 679 reads, e a maior parte
delas (8 CDS) possuem peptideo sinal indicativo da secrecao. Os PAMs desta familia estdo
sempre presentes durante todas as fases de desenvolvimento do carrapato, independente da
origem refeicdo de sangue (Tabela adicionai 33), porém com uma maior expressao em
carrapatos machos (Tabelas suplementares 34 e 35). Os membros da familia da
microplusina foram caracterizados como peptideos antimicrobianos ricos em cisteina com
regides ricas em histidina no N e C terminal. Estes componentes sdo conhecidos por atuar

na defesa do carrapato contra patégenos (173, 174).

Defensina e longicornsina

Vinte e duas CDS extraidas de 944 reads foram anotadas como defensinas. Andlise
adicional revelou que 18 CDS sdo sequéncias completas e 13 CDS possuem peptideo sinal
indicativo da secrecdo. Outras 4 CDS anotadas como proteinas semelhantes as defensinas,
denominadas como proteinas longicornsinas, apresentando melhor similaridade com H.
longicornis. Estas proteinas mostraram forte atividade antimicrobiana contra
microrganismos resistentes as drogas (175). Membros das defensinas estdo sendo
produzidos constantemente por carrapatos independentes da origem de refeicdo sanguinea
(Tabela suplementar 33). Nas comparacdes entre as bibliotecas de carrapatos machos
(Tabelas suplementares 34 e 35), mostram que a expressdo das defensinas é maior
(p<0,001) em MRmS. Ja as longicornsinas estdo expressas apenas por carrapatos machos
(Tabelas suplementares 33, 34 e 35), no entanto, hd uma diferenca significante (p<0,001)

entre as bibliotecas de GSMRmS e GSMRmR, na qual os MRmS apresentam uma maior

expressao desses constituintes (Tabela suplementar 33).
Lisozima

Trés CDS extraidas de 32 reads representam esta familia. Estas podem ser
produzidas por vérios organismos, incluindo os carrapatos (176), e sdo capazes de digerir
certos carboidratos de alto peso molecular. Este processo inclui a hidrélise de ligacdes 1,4

beta glicosidicas entre os residuos de acido N-acetilmuramico (Mur2Ac) e N-acetil-D-
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glucosamina (GIcNAc) em peptidoglicanos, consequentemente destroem a camada de
protec¢do de vdarias bactérias, por isso, estes sdo considerados importantes PAMs (177).
Em R. microplus, esses transcritos sdo produzidas em abundancia por carrapatos machos
(Tabela suplementar 33) independente da origem de refeicdo sanguinea (Tabelas

suplementares 34 e 35).

Ixoderina / ficolina (proteinas contendo dominos ML e fibrinogénio)

Outras 24 CDS extraidas de 582 reads também foram associadas a classe de
proteinas de reconhecimento de patégenos, como a famila ixoderina / ficolina contendo
dominio fibrinogénio (11 CDS assembladas de 277 reads, sendo 6 sequéncias completas
incluindo peptideo sinal indicativo de secrecdo) e familia de proteina contendo dominio
ML (13 CDS assembladas de 305 reads, destas 7 sd@o sequéncias completas). O dominio
ML esta relacionado com a estrutura de reconhecimento de lipidio MD-2 que compde o
receptor do tipo Toll na imunidade inata. Este dominio € rico em estruturas beta pregadas,
0 que pode ajudar na sua fungdo de interagir com os lipidios (178). Em adicdo, estes
representantes também podem participar da imunidade do carrapato (179-181).

Em anélises comparativas, representantes dessas familias estdo presentes em todas
as fases de desenvolvimento do carrapato (Tabela suplementar 33) e novamente a
expressdo estd em abundancia nas bibliotecas de carrapatos machos (GSMRmR e
GSMRmS) (Tabelas suplementares 34 e 35). Em adi¢do, os membros da familia ML estao

significativamente mais expressos em MRmR (Tabela suplementar 33).

Antigeno-5 (Antigeno 5/CRISP/CAP)

Tabela suplementar 2 exibe 18 CDS assembladas de 1.879 reads codificando para
proteinas semelhantes a veneno de vespa, chamado de antigeno-5. Seis CDS sao
sequéncias completas, incluindo peptideo sinal indicativo de secrecdo. Em adicdo,
membros dessa familia foram recuperados dos proteomas de GSFRmS, GSNRmS e
GSMRmR. Estas proteinas sdo encontradas em veneno de vespa, bem como em varios
artréopodes hematéfagos, incluindo os carrapatos (23, 25, 53, 56). Em relacdo a
superfamilia CAP, a qual compreende as familias de antigeno-5, proteina secretada ricas
em cisteinas CRISP (do inglés, cysteine rich secretory protein) e a familia 1 associada a
patégeno (182), apresentam diversas fun¢des. Em plantas, os membros desta familia

apresentam atividades antimicrobianas (183, 184). Estes representantes estdo presentes em
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todas as fases de desenvolvimento do carrapato, e sua expressao independe da origem de

refeicdo sanguinea (Tabelas suplementares 33, 34 e 35).

Proteinas contendo dominio de inibidor semelhante a tripsina (TIL)

Muitos inibidores de proteases podem exercer funcdo antimicrobiana (185), por
possuirem 10 cisteinas que formam 5 ligacdes dissulfureto, caracterizando o dominio TIL.
Membros dessa importante familia tém sido encontrados em sialomas e
sialotranscriptomas, incluindo em R. microplus (75, 186, 187). Exemplo de proteina
apresentando atividade antimicrobiana contendo dominio TIL € o inibidor da subtilisina
encontrado e caracterizado previamente em R. microplus (187). Nossa andlise revelou 72
CDS para PAMs ricos em cisteina extraidas de 2.260 reads. Destas, 32 CDS sao
sequéncias completas incluindo pepideo sinal, além de 20 sequéncias incompletas que
também apresentam peptideo sinal, portanto, estes resultados sugerem que essas proteinas
podem estar presentes na saliva carrapato.

Representantes dessa familia estdo presentes durante todo os estdgios de
desenvolvimento do carrapato, independentemente da origem de refeicdo sanguinea
(Tabela suplementar 33). A presenca desses representantes em todos os estdgios pode ser
possivelmente devido ao grande periodo que os carrapatos permanecem fixados em seus
hospedeiros até completar eficientemente o completo repasto sanguineo. Em adicao, como
acontece em outras familias, esses representantes estdo significativamente mais expressos
em carrapatos machos do que em outros estigios de desenvolvimento de carrapato
(Tabelas suplementares 34 e 35), especialmente em MRmS (Tabela suplementar 33). Esta
maior expressao por carrapatos machos pode ser importante para sua protecao, bem como
para proteger a fémea durante o repasto sanguineo. Esta hipétese € suportada pelo fato de
que os transcritos que codificando para os PAMs sdo expressos em baixa quantidade em
bibliotecas de fémeas.

A fim de demonstrar a diversidade entre os PAMs da saliva de R. microplus, uma
andlise filogenética (Figura 5) foi realizada utilizando 39 sequéncias completas (sequéncias
das familias de antigénio 5, defensina, longicornsina, hebreaina / microplusina / ricinusina,
lisozima, ixoderina / ficoloina e peptideos contendo dominio ML) derivados do
sialotranscriptoma de R. microplus, além de duas sequéncias de PAMs previamente
caracterizadas e depositadas na base de dados do NCBI, denominado microplusina e

longicornsina (169, 175). A andlise mostra a abundancia de sequéncias de proteinas que
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podem apresentar atividade antimicrobiana. Algumas sequéncias de proteinas possuem
grande semelhanga entre si (Rm-nr-120711 e Rm-nr-120712-nr, Rm-nr-172281 ¢ Rm-nr-
172282, entre outros), como no caso da sequéncia Rm-nr-135798 que revela identidade
elevada com microplusina previamente caracterizadas. Além disso, apesar dessa alta
identidade com a microplusina-NCBI, outras sequéncias da mesma familia, tais como Rm-
nr-120711, Rm-nr-120712, Rm-nr-56986, Rm-nr-172282 e¢ Rm-nr-172281 sdo muito
divergentes (Figura 5), porém podem apresentar a mesma funcdo antimicrobiana,
mostrando a grande diversidade dessa classe de PAMs. Esta observagdo também acontece

nas outras familias presentes nesta anélise.
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Figura 5. Andlise filogenética de peptideos antimicrobianos em R. microplus. Filograma
bootstrapped (1.000 interagdes) resultando do alinhamento de 39 sequéncias completas
contendo peptideo sinal, bem como 2 sequéncia de PAMs (microplusina e longicornsina)
previamente caracterizadas e depositadas nas bases de dados do NCBI. Os nimeros sobre
os nds indicam o suporte do bootstrap, e a barra na parte inferior indica 50% de
divergéncia de aminoacido. O simbolo O representa as sequéncias da familia hebreaina /
microplusina / ricinusina (incluindo a sequéncia de microplusina depositada na base de
dados do NCBI), [ representa as sequéncias da familia longicornsina (incluindo a

sequéncia de longicornsina depositada na base de dados do NCBI), B representa as
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sequéncias da familia defensina, < representa as sequéncias da familia antigeno 5, @
representa as sequéncias da familia lisozima, A representa as sequéncias da familia
ixoredina / ficolina e V representa as sequéncias da familia de peptideos condendo

dominio ML.

Inibidor de proteina de elastase de neutrofilo e proteinas de intermedidrias

Surpreendentemente, 5 CDS assembladas a partir de 528 reads apresentando
peptideo sinal foram recuperadas e anotadas como inibidor de proteina de elastase de
neutréfilos (Tabela suplementar 2). A sequéncia Rm-nr-117512 foi extraida de 400 reads,
portanto, a mais abundantemente expressa nessa familia. Em adicao, estes inibidores foram
encontrados nos proteomas de SalivaR e GSNRmR. Sabe-se que a elastase dos neutréfilos
€ uma serina proteinase da mesma familia quimotripsina. Durante a inflamagdo, os
neutrdfilos secretam essas proteinases que sdo capazes de destruir bactérias e tecidos dos
hospedeiros (188). Em relacdo aos neutr6filos em bovinos resistentes e suscetiveis, estas
c€lulas migram de maneira similar para pele desses hospedeiros infestados com carrapatos.
Além disso, esses neutréfilos sdo encontrados em grandes quantidades no local de fixagdo
do carrapato (189).

Ja em relacdo a expressdo de transcritos codificantes para inibidores de elastase de
neutrofilos presentes no sialotransccriptoma de R. microplus, estes estdo abundantemente
expressos em bibliotecas de GSNRmR, GSNRmS (estdgio intermediario) e GSFRmR
(estagio adulto) (Tabelas suplementares 34 e 35). Em relacdo aos transcritos expressos em
ninfas, hd um aumento significativo (p<0,001) na expressao em NRmS, oposto o que
acontece em fémea, onde os transcritos estdo significativamente mais expressos (p<0,001)
em FRmR (Tabela suplementar 33). Juntos estes resultados sugerem indiretamente que os
neutréfilos apresentam func¢des importantes em infestacdes de carrapato, principalmente
em hospedeiros resistentes que apresentam transcritos para inibidores de elastases de
neutréfilos nos estdgios intermedidrio (ninfa) e adulto (fémea). Em adi¢do, sugerimos que a
elastase secretada pelo neutréfilo pode ser prejudicial para o carrapato durante a refei¢do
sanguinea, portanto, esses inibidores podem ser antigenos em potenciais para compor uma
vacina multicomponente contra os carrapatos, uma vez que foram encontrados também na

saliva.
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Outra informacdo importante € que outras 13 CDS extraidas de 281 reads
apresentaram 30% de similaridade em 60% do comprimento das sequéncias que codificam
para hebreaina / microplusina / ricinusina e para inibidores de elastase de neutrofilo,
portanto, estas foram anotadas e classificadas como familia de sequéncias intermediarias

que podem apresentar ambas funcdes ou ter funcdo desconhecida (Tabela suplementar 2).

Proteinas ligantes de imunoglobulina G (PLIgGs)

O presente sialotranscriptoma de R. microplus recuperou um total de 12 CDS (9
sequéncias completas) que codificam para PLIgGs, extraidas de 2.810 reads. Em andlise de
comparacao de transcritos de acordo com origem de refeicdo sanguinea e por estagio de
desenvolvimento do carrapato, observa-se que a expressdo desses transcritos estdo
significativamente mais expressos (p<0,007/) em bibliotecas de RmR (Tabela 9). Essa
diferenca de expressdao ocorre principalmente entre as bibliotecas de GSM, na qual mostra
que em MRmR possuem significativamente mais transcritos (p<0,001) do que MRmS
(Tabela suplementar 33). Além disso, todas as 12 sequéncias (PLIgGs) estdo presentes em
ambas as bibliotecas (GSMRmR e GSMRmS), dessas apenas 5 sequéncias completas (Rm-
nr-20979, Rm-nr-20983, Rm-nr-21408, Rm-nr-20978 e Rm-nr-25946) estdo
significativamente diferente entre as bibliotecas. Vale citar que essas importantes proteinas
também foram recuperadas dos proteomas de GSMRmR e GSMRmS.

Em relagdo as PLIgGs, a literatura mostra que estas sdo produzidas exclusivamente
pelos carrapatos machos (190), porém, nesse sialotranscriptoma havia a presenca de
algumas reads nas bibliotecas de LNARmMR, GSFRmR e GSFRmS. Além disso, trabalhos
anteriores tinham descrito que a PLIgG da classe C € a unica proteina desta familia a ser
secretada na saliva do carrapato R. appendiculatus (190), contrastando com 0s nossos
resultados em que PLIgGs das classes A, B e C apresentaram peptideo sinal e, portanto,
também podem estar presentes saliva de R. microplus.

Um alinhamento ClustalW e anélise filogenética neighbor-joining foram realizados
empregando 9 sequéncias completas e 3 sequéncias PLIgGs previamente depositadas no
banco de dados do NCBI (Figura 6). A andlise filogenética revela relativamente 3 grandes
clados apresentando forte suporte de bootstrap (I, 11 e III grupos). O grupo I tem 4 PLIgGs
de R. microplus com alta similaridade com PLIgG da classe B previamente depositadas no
banco de dados do NCBI. No grupo II apresenta 1 sequéncia com alta similaridade com

PLIgG da classe C e o grupo III que apresenta 3 sequéncias com alta similaridade com
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PLIgG de I. scapularis. No grupo IV, a sequéncia Rm-tb2-25242 ¢ muito divergente das
outras sequéncias, possivelmente devido ao seu tamanho (peso molecular de 49,65 kDa),
mas apresenta uma similaridade com PLIgG da classe A previamente depositadas no banco
de dados NCBI. Além disso, como acontece em outras familias de proteinas, esta variedade
de sequéncias agrupadas em uma mesmo clado podem representar alelos do mesmo gene
ou pode refletir um mecanismo do carrapato para gerar diversidade entre as PLIgGs. Como
na familia lipocalina, € possivel que os membros do mesmo clado compartilham a mesma
funcdo e reflete em duplicacdo de genes, que podem ser expressas em diferentes tempos,
conforme necessidade. Portanto, sugerimos que os carrapatos utilizam essa estrategia para
evadir respostas de anticorpos de seus hospedeiros.

Em relagdo a resposta humoral, tem sido mostrado que anticorpos dos hospedeiros
sdo prejudiciais para as infestacOes de carrapatos por neutralizar os seus componentes
salivares que sdo inoculados na pele do hospedeiro durante o processo de alimentacdo
sanguinea (22, 24). Sugerimos que as PLIgGs t€ém um papel fundamental para que isso
ocorra, pois podem interromper a ligacao da IgG ao receptor neonatal, o qual promove a
reciclagem de IgG e aumenta a sua meia-vida. Modifica¢gdes nas IgG inibem essa interacdo
que leva a uma ripida diminuicdo nos niveis plasmaticos (191, 192). Além disso,
infestacdo de carrapato suprime resposta de anticorpos IgG em hospedeiros susceptiveis
(88), sugerindo a participagdo das PLIgGs. Por outro lado, os hospedeiros resistentes
apresentam niveis mais baixos de imunoglobulinas totais em comparacao com hospedeiros
suscetiveis, mas mesmo assim os soros de hospedeiros resistentes reconhecem um nimero
maior de antigenos salivares do carrapato do que os hospedeiros suscetiveis (193). Devido
esses fatos, sugerimos que as PLIgGs sdo produzidas em maior quantidade por MRmR

para contornar a efetiva resposta de anticorpos desses hospedeiros.
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Figura 6. Andlise filogenética de proteinas ligantes de imunoglobulinas G em R.
microplus. Filograma bootstrapped (1.000 interacdes) resultando do alinhamento de 9
sequéncias completas contendo peptideo sinal, bem como 3 sequéncia de PLIgGs
(gil2352274, ¢gil145693007 e gil2352270) previamente caracterizadas e depositadas nas
bases de dados do NCBI. Os nimeros sobre os nds indicam o suporte do bootstrap, e a
barra na parte inferior indica 20% de divergéncia de aminodcido. As clades maiores de

60% de suporte de bootstrap sdo indicadas por I, II, Il e I'V.

Proteinas imunossupressoras DAP-36 e evasina

Membros dessas importantes familias de imunomoduladores foram reunidos em 16
CDS assembladas de 468 reads codificando para proteinas imunossupressoras DAP-36 e
36 CDS assembladas de 1.114 reads codificando para evasina. Das sequéncias presentes
nas familias das proteinas imunossupressoras DAP-36 e evasinas, 8§ CDS e 29 CDS sao
sequéncias completas, respectivamente. A proteina DAP-36 foi previamente identificada
como um imunossupressor de 36 kDa presente na saliva do carrapato Dermacentor

andersoni (194, 195), enquanto que a evasina foi previamente identificada no carrapato R.
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sanguineus como proteina ligante de quimiocina, implicada na reduc¢ao da migragao celular
(171, 196).

Em geral, esses transcritos estdo mais expressos significativamente (p<0,001) em
bibliotecas de RmS (Tabela 9). Ao comparar os transcritos de acordo origem de refeicdo
sanguinea e por estdgio de desenvolvimento do carrapato, observa-se que nas bibliotecas
de ninfa, macho e fémea alimentados em hospedeiros suscetiveis possu