JANAINA CAPELLI PEIXOTO

VIAS DE SINALIZA(;AO ENVOLVIDAS NA RESPOSTA
IMUNOLOGICA DO CARRAPATO BOVINO Rhipicephalus microplus

Tese apresentada ao Programa de Poés-
Graduacdo em Biologia da Relacao
Patégeno-Hospedeiro do Departamento de
Parasitologia do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de S&o Paulo,
para obtencdo do Titulo de Doutor em
Ciéncias.

Area de concentracio: Biologia da Relacio
Patégeno-Hospedeiro

Orientadora: Profa. Dra. Sirlei Daffre

Versao original

Sao Paulo
2016



RESUMO

CAPELLI-PEIXOTO, J. Vias de sinalizac&o envolvidas na resposta imunoldgica do
carrapato bovino Rhipicephalus microplus. 2016. 150 f. Tese (Doutorado em
Parasitologia) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo,
2016.

Carrapatos sédo ectoparasitos hematofagos obrigatorios e vetores de diversas espécies
de virus, protozoarios e bactérias que causam importantes enfermidades ao homem e
aos animais. No Brasil, o principal carrapato que causa grande prejuizo a pecuaria é o
Rhipicephalus microplus, que é o vetor da bactéria Anaplasma marginale, agente
etiolégico da anaplasmose bovina. Com os avancos das técnicas moleculares, a
complexidade da interface vetor-patégeno vem sendo melhor entendida. Apesar disso,
pouco se conhece sobre as defesas imunoldgicas do R. microplus frente ao controle da
infeccdo por A. marginale. Nesse contexto, este trabalho teve como objetivo a
caracterizagdo molecular e funcional das vias de sinalizagdo celular Toll, Imd, Jnk e
Jak/Stat implicadas na modulacéo dos genes envolvidos ha resposta imune do carrapato
R. microplus. Através de andlises in silico, a maioria dos genes das vias de sinalizagédo
foi identificada, com excecdo dos componentes upstream da via Imd (Imd, Fadd, Pirk,
Dnrl e Dredd), assim como a citocina Upd da via Jak/Stat. Verificou-se que a infeccao
das células BME26 por A. marginale promoveu uma reducao na expressao génica dos
componentes dessas vias, quando comparado com o efeito promovido por outros
microrganismos, dentre eles a Rickettsia rickettsii. Os genes que codificam os fatores de
transcricdo Dorsal (Toll), Relish (Imd) e Stat (Jak/Stat) foram silenciados através da
técnica de RNA de interferéncia nos carrapatos R. microplus e nas células BME26, com
o0 objetivo de se verificar a importancia das vias frente a infec¢do por A. marginale, bem
como na regulacéo dos peptideos antimicrobianos (PAMs). No carrapato, Relish mostrou
ser importante no controle da infeccdo por A. marginale, e este controle foi,
possivelmente, via regulacdo do PAM microplusina. Foi verificado ainda que a expressao
de outros trés PAMs, ixodidina, defensina e lisozima, esté, provavelmente, sob o controle
da via Stat. No modelo celular BME26, ap0s o tratamento com as dsRNA dos fatores de
transcri¢cdo Dorsal, Relish e Stat, ndo foi observado alteracdo no nimero de A. marginale.
Além disso, foi observado nos modelos in vivo e in vitro, o silenciamento inespecifico dos
genes de alguns fatores de transcricdo, o que pode ser devido a um cross-talk entre as
vias de sinalizagdo. Com este trabalho, ampliamos o conhecimento sobre o sistema
imune de carrapatos no sentido de compreender melhor a interface vetor-patégeno,
gerando dados que possam servir de base para outros estudos que envolvam estratégias
de controle do vetor e da anaplasmose.



Palavras-chave: Carrapatos. Imunidade inata. Vias de sinalizacdo. Rhipicephalus
microplus. Anaplasma marginal. Peptideos antimicrobianos.



ABSTRACT

CAPELLI-PEIXOTO, J. Signaling pathways involved in the immunological response
of cattle tick Rhipicephalus microplus. 2016. 150 p. Ph. D. Thesis (Parasitology)
- Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2016.

Ticks are obligate blood-sucking ectoparasites and vectors of several species of viruses,
protozoa, and bacteria, which cause important diseases in humans and animals. In Brazil,
the main tick species responsible for economic losses to livestock is Rhipicephalus
microplus, which is the vector of the bacteria Anaplasma marginale, the etiological agent
of bovine anaplasmosis. Advances in molecular techniques have gradually unraveled the
complexity of the vector-pathogen interface. Nevertheless, little is known about the
immune defenses of R. microplus against infection with A. marginale. In this context, this
study aimed to perform molecular and functional characterization of the signaling
pathways Toll, Imd, Jnk, and Jak/Stat, which are involved in the modulation of genes
associated with the immune response of R. microplus. An in silico analysis allowed the
identification of several genes of these signaling pathways, except the upstream
components of the Imd pathway (Imd, Fadd, Pirk, Dnrl, and Dredd), and the cytokine
Upd from the Jak/Stat pathway. The infection of the tick cell line BME26 with A. marginale
decreased the expression of components of these pathways compared with the infection
with other microorganisms, including Rickettsia rickettsii. We silenced the genes encoding
the transcription factors Dorsal (Toll), Relish (IMD), and Stat (Jak/Stat) using RNA
interference in R. microplus and BME26 cells to assess the role of these pathways in
bacterial infection and regulation of the expression of antimicrobial peptides (AMPS). In
the tick, Relish was essential for the control of bacterial infection, and this control was
probably exerted via regulation of the AMP microplusin. We hypothesize that the
expression of three other AMPs - ixodidin, defensin, and lysozyme - is under the control
of the Stat pathway. However, the number of A. marginale did not change significantly in
BME26 cells treated with dsRNA of the transcription factors Dorsal, Relish, and Stat.
Furthermore, in both the in vivo and in vitro model, we observed the non-specific silencing
of some transcription factors, which might be due to the cross-talk between these
signaling pathways. This study helped elucidate the role of the immune system of ticks in
the vector-pathogen interface, and our results can serve as the basis for the development
of strategies for the control of vector species and anaplasmosis.

Keywords: Ticks. Innate immunity. Signaling pathways. Rhipicephalus microplus.
Anaplasma marginale. Antimicrobial peptides.
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1 Introducéo

1.1 Carrapatos como vetores de doengas infecciosas

Carrapatos sdo artropodes hematofagos obrigatérios que parasitam vertebrados
terrestres (mamiferos, aves, répteis e anfibios) e sdo encontrados em todas as regides
do globo terrestre incluindo a Antartica (KEIRANS; DURDEN, 2005). Estes ectoparasitos
estao distribuidos em trés familias: Ixodidae, Argasidae e Nuttalliellidae, de acordo com
as diferencas na composicdo cuticular. A familia Ixodidae compreende 702 espécies
divididas em 14 géneros (GUGLIELMONE et al., 2010). Os carrapatos ixodideos,
conhecidos como carrapatos “duros”, sdo caracterizados por um rigido escudo quitinoso
(SONENSHINE, 1991). Os ixodideos possuem trés estadios de desenvolvimento (larva,
ninfa e adulto macho ou fémea) e o ciclo de vida pode envolver um, dois ou trés
hospedeiros. Os carrapatos desta familia alimentam-se por periodos longos, e a fase
parasitaria é finalizada apés o completo ingurgitamento, desprendimento da pele do
hospedeiro e oviposi¢do de grande quantidade de ovos, uma unica vez (KLOMPEN et
al., 2004). Nesta familia encontram-se alguns géneros de importancia médica e médico-
veterindria, tais como: Amblyomma, Dermacentor, Haemaphysalis, Ixodes e
Rhipicephalus (DANTAS-TORRES et al., 2012).

Na familia Argasidae, estdo agrupados os carrapatos “moles”, com cobertura
dorsal ndo esclerotizada (SONENSHINE, 1991). Os argasideos tém umaa fase de vida
parasitaria bastante curta (de minutos a horas) e podem permanecer por longos periodos
sem se alimentar. Os estadios de desenvolvimento séo larva, de dois a oito estadios de
ninfa e adulto macho e fémea. As fémeas ovipdem pequenas porcdes de ovos apoés cada
repasto sanguineo (KOPACEK et al., 2010). Esta familia agrupa 193 espécies
distribuidas em cinco géneros (GUGLIELMONE et al., 2010). Destes, 0os géneros Argas
e Ornithodoros sdao comumente associados a infestagbes humanas e animais e
responsaveis pela disseminacdo de virus e de bactérias do género Borrelia (DANTAS-
TORRES et al., 2012).

E por fim, a familia Nuttallielidae que é representada por uma Unica espécie

africana, Nuttalliella namaqua, que relune caracteristicas comuns das outras duas
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familias, possuindo um pseudo-escudo com somente uma parte esclerotizada
(SONENSHINE, 1991). Existem poucos estudos sobre esta familia reportados na
literatura (HORAK et al., 2012; LATIF et al., 2012; MANS et al., 2011; MANS et al., 2014).

Os carrapatos possuem grande importancia como vetores de agentes
patogénicos, como virus, protozoarios e bactérias, 0s quais, por sua vez, podem
ocasionar doencas severas no hospedeiro (DE LA FUENTE et al.,, 2008). Algumas
viroses transmitidas por carrapatos podem causar encefalites (como por exemplo
Encefalite de Powassan, de Langat e Louping ill) e febres hemorragicas (Omsk e doenca
da floresta de Kyasanur), e sdo ocasionadas por virus da familia Flaviviridae (LASALA,
HOLBROOK, 2010). Entretanto, virus das familias Bunyaviridae, Reoviridae, Asfaviridae
e Orthomyxoviridae também podem ser transmitidos por carrapatos e causar doencas
em humanos e animais (DE LA FUENTE et al., 2008). As babesioses sao doencas
causadas por protozodrios do género Babesia e estdo distribuidas em todos os
continentes. A babesiose bovina, causada por Babesia bovis e Babesia bigemina, causa
inUmeros prejuizos pecuarios (SUAREZ; NOH, 2011). Outros protozoarios transmitidos
por carrapatos sdo pertencentes aos géneros Theileria, Hepatozoon e Cytauxzoon (DE
LA FUENTE et al., 2008).

Assim como virus e protozoarios, as bactérias também séo importantes agentes
infecciosos transmitidos por carrapatos. As bactérias dos géneros Francisella (causadora
da tularemia), Coxiella (Febre Q), Borrelia (Doenca de Lyme, entre outras), Ehrlichia
(erliquiose monocitica canina e erliquiose granulocitica humana), Rickettsiia (Febre
maculosa) e Anaplasma (anaplasmose granulocitica humana, anaplasmose bovina,
entre outras) (DE LA FUENTE et al., 2008).

1.2 O carrapato Rhipicephalus microplus

O carrapato R. microplus (Canestrini, 1887) € um ixodideo de origem asiatica
(provavelmente da india ou Nepal), mas disseminado para alguns continentes, podendo
ser encontrado em rebanhos da Asia, Africa, Américas (Central e do Sul) e Oceania
(Figura 1) (BARRE: UILENBERG, 2010). O seu hospedeiro preferencial é o bovino, mas
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pode ser encontrado alimentando-se em bubalinos, equideos, ovinos, cervideos e
caprinos (EVANS et al., 2000; MIRANPURI, 1988; NYANGIWE; HORAK, 2007).

Figura 1 - Distribuicdo global do carrapato Rhipicephalus microplus.

Do sul e sudeste asiatico, o carrapato bovino R. microplus foi transportado com o gado para a Africa
Oriental, para as Ilhas Comoro, Madagascar e llhas Mascarenhas, para a América Latina, para o norte e
leste da Australia, Nova Caleddnia e Polinésia Francesa. Fonte: Barré e Uilenberg (2010).

1.2.1 Ciclo biolégico

O R. microplus é um ectoparasito monoxeno, ou seja, realiza todo seu ciclo de
vida em um Unico hospedeiro. Seu ciclo bioldgico € dividido em fase de vida livre e fase
de vida parasitaria e consiste de um estadio inativo (ovos) e trés estadios moveis e
hemato6fagos (larva, ninfa e adulto). Como esquematizado na Figura 2, ap6s o repasto
sanguineo, a teledgina (fémea fecundada e ingurgitada) se desprende do hospedeiro,
atinge o solo e inicia a oviposicao, que pode atingir aproximadamente 3.000 ovos/fémea.
Ao término da postura, a fémea morre. As larvas eclodem dos ovos, sobem pelas
gramineas e arbustos e ficam a espera da passagem dos hospedeiros, para se fixarem
neles e dar inicio a fase parasitaria. Neste estadio, os carrapatos sdo sexualmente
imaturos e tém trés pares de pernas. Apos a fixacdo e alimentacdo no hospedeiro, a

larva sofre ecdise para ninfa, também sexualmente imatura, porém com quatro pares de
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pernas. A ninfa, por sua vez, se ingurgita, sofre ecdise e ocorre a diferenciacdo sexual
para macho ou fémea. Depois da cépula e completo ingurgitamento, a fémea se
desprende do hospedeiro caindo ao solo para ovipor, dando continuidade ao ciclo
biolégico. Os machos permanecem por mais tempo no hospedeiro e podem fecundar
diversas fémeas. A fase de vida parasitaria dura em média 21 dias, ja a fase de vida livre
dura de 28 a 51 dias, podendo se estender a mais de 300 dias (DA SILVA VAZ JUNIOR
et al.,, 2012; GONZALES, 1974).

Figura 2 - Ciclo biologico do carrapato Rhipicephalus microplus.
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Carrapatos monoxenos permanecem no mesmo hospedeiro nas fases de larva, ninfa e adulto, deixando-
0 apenas antes da postura dos ovos. 1) As fémeas desprendem-se do hospedeiro e ovipdem no ambiente.
2) Dos ovos eclodem larvas de seis pernas. 3a — 3c) As larvas procuram um hospedeiro e iniciam
alimentacdo sanguinea. As larvas sofrem muda para ninfas e posteriormente para adultos, machos e
fémeas. Apds a cépula e completo ingurgitamento, 4) as fémeas se desprendem do hospedeiro e
depositam seus ovos no ambiente, dando continuidade ao ciclo biolégico. Adaptado do Centers for Disease
Control and Prevention - CDC (2013).

1.2.2 Importancia econémica

O R. microplus esta amplamente distribuido no Brasil e causa sérios prejuizos a
pecuaria nacional (LABRUNA; VERISSIMO, 2001). A alta ingestdo de sangue, a
irritabilidade e as lesbes cutaneas causadas pela picada do carrapato durante o repasto
sanguineo refletem em significativas perdas econémicas. Grisi e colaboradores (2014)

estimaram que no Brasil, US$ 3, 236.35 milhdes de dolares/ano sdo perdidos devido a
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gueda na producdo de carne e de leite em rebanhos infestados por carrapatos. Além
disso, as lesbBes produzidas no couro do animal causam cicatrizes irreversiveis e
diminuem o seu valor comercial. Outros prejuizos decorrentes da infestacdo de
carrapatos podem ser relacionados a mao-de-obra necessaria para o controle do
carrapato, a compra de carrapaticidas, instalacdes e equipamentos adequados para sua
aplicacdo do produto no rebanho, além dos custos com as doencas (anaplasmose e

babesiose) que os carrapatos podem causar aos animais (VIDOTTO, 2012).

1.2.3 Métodos de controle

O método de controle do carrapato que mais tem sido utilizado desde a década
de 50 é o uso de acaricidas (PRUETT, 1999), que podem ser administrados sob a forma
de banho de imerséo, aspersao ou “pour on” e atualmente constitui 0 método mais eficaz
de controle do carrapato. No entanto, com o uso prolongado ou indevido, os acaricidas
podem selecionar linhagens de carrapatos resistentes (GUERREIRO et al., 2012), além
de contaminar o leite, a carne e o ambiente (DE LA FUENTE; KOCAN, 2006).

Outro método de controle € o uso de vacinas baseadas em proteinas do carrapato,
como € o caso da Bm86, uma proteina do intestino de R. microplus, que induz resposta
imunolégica em bovinos imunizados e é a base de duas vacinas comerciais, a
TickGardPVS, desenvolvida na Austrdlia e a Gavac™, desenvolvida em Cuba (DE LA
FUENTE et al., 1999). Em um experimento realizado em Campo Grande, Mato Grosso
do Sul, o uso da TickGardP-VUS e Gavac™ tiveram 46,4% e 49,2% de eficacia contra R.
microplus, respectivamente (ANDREOTTI, 2006), demostrando que ndo asseguram a
protecdo necessaria para suprimir o uso de acaricidas (DA SILVA VAZ JUNIOR et al.,
2012).

O controle bioldgico inclui o cultivo de pastagens que dificultam a sobrevivéncia
das fases de vida livre (larvas recém eclodidas) do parasito (FARIAS et al., 1986), a acao
de predadores naturais, como formigas, a galinha doméstica e o fungo Metarhizium
anisopliae que podem ser empregados no controle biolégico do carrapato, entretanto,
ainda ha poucos estudos que avaliam o impacto destes predadores (VERISSIMO, 2013)

e a rotacao de pastagens (RECK, sem data).
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1.3 Anaplasma marginale e Anaplasmose bovina

A bactéria A. marginale (Theiler, 1909) (Proteobacteria, Alphaproteobacteria,
Rickettsiales, Anaplasmataceae) é o0 agente etiolégico da anaplasmose bovina. No
bovino, o A. marginale infecta somente os eritrocitos e se localiza em inclusées ligadas
a membrana citoplasmatica da célula hospedeira. Dependendo da cepa de A. marginale
e da susceptibilidade do hospedeiro, o A. marginale pode invadir de 10 a 90% dos
eritrécitos bovinos. Os sinais clinicos da fase aguda da doenca, incluem anemia e
ictericia resultantes da fagocitose macica dos eritrgcitos infectados através do sistema
reticuloendotelial dos bovinos, inapeténcia e constipacdo ou, as vezes, ligeira diarréia.
Outros sinais podem incluir tristeza, mucosas pélidas, olhos fundos, febre (40 — 41 °C),
perda progressiva de peso, letargia, aborto e morte por parada cardiaca (NOVAS, 1982;
KOCAN et al., 2003).

A bactéria A. marginale estad amplamente distribuida nas regiées subtropicais e
tropicais do globo terrestre, nas Américas, sul da Europa, Asia, Africa e Austréalia.
Dezenove espécies de carrapatos ja foram incriminadas como vetores bioldgicos de A.
marginale, incluindo Dermacentor spp., Rhipicephalus spp. e Ixodes ricinus, mas em
regides tropicais e subtropicais os carrapatos R. microplus e R. annulatus sdo os
responsaveis por sua transmissao (KOCAN et al., 2010). A transmissao também pode
ocorrer mecanicamente através da picada de insetos hematofagos (do género Tabanus
sp. conhecidas popularmente por “mutucas” e Stomoxys sp. conhecidas por “moscas-
dos-estabulos”), que carregam residuos de sangue infectado em suas pecgas bucais, ou
ainda por equipamentos cirargicos infectados (tais como agulhas, serra de corte de
chifre, instrumentos para tatuagem e instrumentos de castracéo) (KOCAN et al., 2010).

No carrapato, o ciclo biolégico do A. marginale é dependente da alimentacao
sanguinea, uma vez que durante o repasto sanguineo sao adquiridas grandes
guantidades de eritrécitos do hospedeiro infectado. Quando os eritrocitos sao lisados,
ainda no lumen, as bactérias sao liberadas e endocitadas pelas células intestinais do
carrapato. No citoplasma das células infectadas, dentro de vacuolos parasitéforos, o
desenvolvimento das bactérias se divide em duas fases: 1) forma reticulada ou

vegetativa, onde as bactérias se multiplicam por fissdo binaria formando col6nias e 2)
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forma densa ou infectante, onde as bactérias saem dos vacuolos, podendo permanecer
um curto periodo de tempo fora das células, e via hemolinfa, migram para outros tecidos,
como as glandulas salivares, onde se multiplicam e podem ser transmitidas a um novo
hospedeiro vertebrado na proxima alimentacdo (KOCAN et al.,, 2003) (Figura 3). A
transmissdo biologica de A. marginale no vetor pode ocorrer de forma interestadial (de
um estadio para outro, por exemplo de ninfa para adulto) ou intraestadial (dentro do
mesmo estadio) (KOCAN et al.,, 2000). A transmissdo transovariana, ou seja, a
passagem da bactéria, através do ovario para a prole, ainda é bastante controversa na
literatura cientifica. Um estudo realizado por Shimada e colaboradores (2004), detectou
a presenca de DNA de A. marginale em larvas mantidas em laboratério a 18 °C ou
provenientes do campo. Por outro lado, Esteves e colaboradores (2015) ndo detectaram
a presenca do A. marginale em ovos e/ou larvas mantidas nas mesmas temperaturas
(18 e 28 °C).

Apesar do R. microplus ser um ectoparasito monoxeno, larvas, ninfas e machos
frequentemente migram de um bovino para outro, devido ao hébito gregario do
hospedeiro, com frequentes contatos de animais em fase de copula ou bezerros e mées
em fase de amamentacdo, disseminando a bactéria para diversos hospedeiros
(KESSLER, 2001; MASON; NORVAL, 1981).

Figura 3 - Esquema ilustrativo do ciclo de desenvolvimento do Anaplasma marginale.
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Os eritrécitos bovinos infetados pela bactéria séo ingeridos pelos carrapatos durante o repasto sanguineo.
No lumen intestinal, ocorrer a lise dos eritrocitos e a liberacdo das bactérias A. marginale, que serdo
endocitadas pelas células intestinais. Em vacuolos, as bactérias se multiplicam por fissdo binaria e as
coldnias passam da forma reticulada para a forma infectante, de acordo com o nimero de bactérias
presentes no vacuolo. Uma vez que as bactérias saem das células intestinais, via hemolinfa, elas chegam
aos demais orgaos do carrapato, e ao atingirem as glandulas salivares, podem ser transmitidas ao
hospedeiro vertebrado, dando continuidade ao ciclo biolégico. Adaptado de Kocan e colaboradores (2003).

1.3.1 Métodos de controle

As medidas de controle da anaplasmose bovina incluem além do controle dos
vetores, a quimioprofilaxia e a vacinagcdo. A quimioprofilaxia consiste na utilizacéo
preventiva de doses subterapéuticas de antimicrobianos nos animais, para evitar a
doenca clinica. Nas zonas de ocorréncia de anaplasmose nos Estados Unidos da
Ameérica é frequente a quimioprofilaxia com uso de clorotetraciclina adicionada a ragao
dos animais. No Brasil, o uso de antimicrobianos na racdo nao € empregado, contudo é
comum o uso preventivo dos antibidticos oxitetraciclina e dipropionato de imidocarb
injetaveis (RIBEIRO et al., 2003; SACCO, 2002). A vacinacdo contra A. marginale é
empregada em rebanhos de varios paises africanos, da América do Sul e do Oriente
Médio, a vacina consiste na inje¢cdo de uma cepa menos virulenta de Anaplasma, o A.
centrale induzindo imunidade protetora contra A. marginale. A vacinacdo resulta em
sintomas clinicos leves da doenca. A producédo desta vacina envolve infectar bovinos
esplenectomizados com A. centrale, posteriormente coletar grandes volumes de sangue
com um nivel adequado de bactérias e inocular este sangue nos bovinos como agente
vacinal. Esta metodologia de producdo do imundgeno A. centrale pode possibilitar a
transmissdo de outros agentes patogénicos de ruminantes (SACCO et al., 2001;
VIDOTTO et al., 1998).

1.4 O sistema imunoldgico dos carrapatos

Como ja mencionado anteriormente, durante a alimentacdo sanguinea, 0s
carrapatos podem adquirir agentes patogénicos presentes no sangue do hospedeiro
vertebrado e podem se tornar vetores eficientes deste microrganismo (KOCAN et al.,
2010). A habilidade dos patdogenos em sobreviver aos mecanismos de defesa imunitaria

do carrapato, com diversas respostas celulares e humorais em diferentes tecidos é
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essencial para a sua sobrevivéncia (HAJDUSEK et al.,, 2013). A Figura 4 é uma
representacdo dos mecanismos e moléculas do sistema imunologico dos carrapatos que

constituem potenciais barreiras para a transmissao de patdgenos.

Figura 4 - Barreiras contra a transmissao de patdgenos.
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Em 1) O patdgeno é adquirido juntamente com a refeicdo sanguinea. 2) O patégeno interage com fatores
do intestino do carrapato, como espécies reativas de oxigénio (ERO) e peptideos antimicrobianos (PAMS).
3) ApOs atravessar o epitélio intestinal, o patégeno chega a hemocele, onde interage com os fatores da
hemolinfa da imunidade celular e humoral. 4) Alguns patégenos podem invadir os ovarios e serem
transmitidos transovarianamente. 5) As glandulas salivares sdo colonizadas e o patdgeno interage com
fatores das glandulas (PAMs) e com a saliva. 6) Juntamente com a saliva, o patdgeno é inoculado no
hospedeiro vertebrado. Modificado de Hajdusek e colaboradores (2013).

Como esquematizado na Figura 4, o intestino € o primeiro sitio de interacdo
carrapato-patdégeno. Diferente dos mosquitos e outros insetos hematofagos, os
microrganismos ingeridos pelos carrapatos ndo entram em contato com proteases
digestivas secretadas no lumen, uma vez que a digestdo da hemoglobina e outras
proteinas do sangue, ocorre intracelularmente, em células digestivas intestinais
(HAJDUSEK et al., 2013; SONENSHINE, 1991). No intestino, diversos mecanismos de
defesa celular e humoral do sistema imune do carrapato sdo ativados em resposta a

presenca de microrganismos. Portanto, as habilidades para escapar das respostas
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imunologicoas do vetor sdo cruciais para a sua multiplicacédo e transmissao do patdégeno
(via saliva através das glandulas salivares e/ou ovarios).

A hemolinfa (composta de plasma e células circulantes, os hemdcitos) também
possui diversos mecanismos imunologicos capazes de controlar a disseminacdo de
microrganismos, através de moléculas efetoras e respostas celulares (HAJDUSEK et al.,
2013). Na hemolinfa dos carrapatos sdao encontrados quatro tipos celulares: os proé-
hemdécitos, plasmatocitos ndo granulares, granuldcitos (subdivididos em | e 1) e
esferuldcitos (SONENHINE; HYNES, 2008).

No carrapato bovino R. microplus, células das glandulas salivares contém
acetilcolinesterase, proteases, leucino aminopeptidases, fosfatases alcalinas e acidas
(SONENSHINE, 1991). Os produtos secretados pelas glandulas através da saliva, séo
anestésicos, anticoagulantes e antiplaquetarios (RIBEIRO; FRANCISCHETTI, 2003) que
atuam blogueando as defesas do hospedeiro vertebrado contra a fixacao e alimentacao
dos carrapatos. As glandulas salivares, bem como o intestino, sdo de extrema
importancia sob o ponto de vista da interacdo carrapato-patdogeno, pois é através das
glandulas salivares (via saliva), que os carrapatos transmitem 0S microrganismos aos
hospedeiros vertebrados (HAJDUSEK et al., 2013).

O ovario também tem um importante papel na interface carrapato-patégeno, ja
gue esta associado a transmissdo de microrganismos, como o protozoario B. bovis que
€ transmitido transovarianamente a prole de R. microplus (HOWELL et al., 2007).

Molecularmente, o sistema imunolégico dos carrapatos € ativado mediante o
reconhecimento de padrées moleculares associados a patdgenos - PMAPs (ou PAMPs
- Pathogen-associated molecular pattern) por receptores de reconhecimentos de paddes
ou RRPs (ou PRRs - Pattern Recognition Receptors) presentes na hemolinfa, corpo
gorduroso e outros tecidos do carrapato. Os PMAPs podem ser de varios tipos: peptideos
contendo N-formil metilmetionina de origem bacteriana, flagelos bacterianos, ilhas de
CpG presentes no DNA bacteriano, lipopolissacarideos (LPS), acidos teicoicos e
peptidoglicanos de bactérias, zimosan de fungos e outros componentes especificos da
membrana de parasitos (GORDON, 2002; SONENSHINE; HYNES, 2008).

A resposta imunologica dos invertebrados consiste em reacfes celulares e

humorais, como fagocitose, encapsulacao, nodulacdo, producdo de espécies reativas de
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oxigénio (ERO), moléculas de reconhecimento e de peptideos antimicrobianos (PAMS)
(Figura 4) (HAJDUSEK et al., 2013; KOPACEK et al., 2010; SMITH; PAL, 2014;
SONENSHINE; HYNES, 2008). Apenas para facilitar o entendimento, as imunidades
celular e humoral foram divididas de forma arbitraria, ja que na maioria das vezes as
imunidades celular e humoral estdo interligadas: fatores humorais podem atuar como
moléculas de reconhecimento, facilitando a fagocitase pelas células fagociticas ou
células que podem sintetizar e secretar moléculas humorais como o0s peptideos

antimicrobianos.

1.4.1 Resposta imune celular

1.4.1.1 Fagocitose

A fagocitose € um processo excercido por células que reconhecem e englobam
0S microorganismos, através da emissao de pseudopodes, destruindo os invasores ou
particulas estranhas (ndo-préprio). No carrapato Ornithodoros moubata, foi demonstrado
o processo de fagocitose, sendo realizado pelos plasmatocitos e granuldcitos circulantes,
apos a inoculacdo na hemocele de esferas de poliestireno fluorescentes e da bactéria
Gram-negativa Chryseobacterium indologenes (BURESOVA et al., 2006; INOUE et al.,
2001). Na hemolinfa do carrapato R. microplus foram detectados dois tipos de hemdcitos,
denominados plasmatécitos e granulécitos, sendo que os primeiros estdo envolvidos

com o processo de fagocitose (PEREIRA et al., 2001).

1.4.1.2 Encapsulacao

Organismos invasores grandes para serem destruidos por fagocitose ou
nodulacdo, tais como parasitbides e neméatodes, podem ser eliminados por
encapsulacéo, na presenca de melanina. A melanizacao e a producao de radicais livres
toxicos, matam o organismo invasor por asfixia (ROYET et al., 2003). O processo de
encapsulagdo foi demonstrado utilizando fragmentos de resina Epon-araldite

implantados sob a cuticula de Dermacentor variabilis. Este estudo mostrou o
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envolvimento dos plasmatdcitos e granulécitos do tipo | e Il na formacao gradual de uma
capsula de multiplas camadas celulares em volta do implante (EGGENBERGER et al.,
1990 citado por KOPACEK et al., 2010).

1.4.1.3 Nodulacdo

O processo de nodulagdo é semelhante ao encapsulamento, porém sem a
presenca de melanina (CERAUL et al., 2002). Em carrapatos, os hemdécitos que
reconhecem componentes das superficies bacteriana (tais como LPS, por exemplo),
podem responder por nodulacdo, que é a agregacédo celular em torno das bactérias,
resultando no aprisionamento dos organismos invasores. Moléculas opsonizantes, como
as lectinas, também participam deste processo. A lectina Dorin-M foi isolada a partir de
hemocitos de O. moubata (KOVAR et al.,, 2000), enquanto que a Ixoderin A foi
encontrada nos hemacitos e intestino de |I. ricinus (REGO et al., 2005). O processo de
nodulacdo foi demonstrado em estudos realizados com o carrapato D. variabilis, que
apo6s a inoculacdo de uma quantidade exacerbada de Escherichia coli na hemocele,
observou-se diversos agregados de bactérias mortas envoltos por massa de tecido

provavelmente de origem celular, no local da inoculacdo (CERAUL et al., 2002).

1.4.2 Resposta imune humoral

O reconhecimento da invasao de microrganismos induz a expressao de moléculas
qgue atuam diretamente sobre o invasor. Estas moléculas da resposta imune humoral
incluem moléculas de reconhecimento, como as lectinas e proteinas contendo tioéster
(TEPs), proteases, inibidores de proteases, espécies reativas de oxigénio (ERO) e
peptideos antimicrobianos (PAMs) (SONENSHINE; HYNES, 2008).

1.4.2.1 Moléculas de reconhecimento

As lectinas (ou aglutininas) sdo proteinas com capacidade de se ligar aos

carboidratos encontrados na superficie bacteriana, de leveduras e protozoarios. Apos 0
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reconhecimento, as lectinas opsonizam o microrganismo invasor de forma que os
hemacitos circulantes possam destrui-lo por fagocitose, encapsulagcdo ou nodulacao.
Nos carrapatos, as lectinas foram identificadas no plasma, hemdcitos, glandulas
salivares, intestino e tibulos de Malpighi (SONENSHINE; HYNES, 2008). A lectina Dorin
M, inicialmente isolada no plasma do carrapato O. moubata, pertence a uma familia de
proteinas com dominio do tipo fibrinogénio ou Freps (Fibrinogen-related proteins) que
reconhece sequéncias de carboidratos, especialmente o &cido sidlico e N-acetil-D-
glucosamina, e por isso podem reconhecer uma vasta gama de bactérias Gram-
negativas (KOVAR et al., 2000; REGO et al., 2006). Outras lectinas, OmFREP (de O.
moubata) e ixoderinas A e B (de I. ricinus) foram identificadas em hemdécitos, glandula
salivar e intestino. As ixoderina A e B, assim como Dorin M e OmFREP, tém um dominio
de fibrinogénio semelhante as ficolinas de mamiferos (REGO et al., 2005).

As proteinas contendo tio-éster ou Teps (Thioester-containing proteins)
encontradas em carrapatos, tais como proteinas do sistema complemento-like
(componente C3 do sistema complemento) e as az-macroglobulinas (az2M)
desempenham um importante papel no sistema imune ao se ligar covalentemente a
superficie de microrganismos, promovendo sua opsonizacdo e deixando-0s acessiveis
aos hemdcitos (URBANOVA et al., 2015). O sitio tioéster destas proteinas é definido pela
sequéncia aminoacidica CGEQ (AOUN et al., 2010). Experimentos envolvendo RNAI
revelaram que a fagocitose de C. indologenes pelos hemdcitos do carrapato . ricinus é
mediada pelas moléculas de reconhecimento a:M (BURESOVA et al., 2009) e a
fagocitose de Candida albicans é mediada por Teps do sistema complemento-like
(URBANOVA et al., 2015). As Teps sdo expressas nos hemacitos, corpo gorduroso e
glandulas salivares, além de terem sido encontradas em ovos fertilizados e larvas do
carrapato . ricinus, sugerindo que estas moléculas podem desempenhar um papel no
desenvolvimento inicial dos carrapatos (URBANOVA et al., 2015).

1.4.2.2 Estresse Oxidativo

Durante a digestdo sanguinea, no intestino dos carrapatos e de invertebrados

hematofagos, sado produzidas espécies reativas de oxigénio (ERO) e espécies reativas
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de nitrogénio (ERN). O desbalanco entre a producdo de ERO/ERN e remocéo pelo
sistema antioxidante € denominado estresse oxidativo. Para proteger as células epiteliais
contra os efeitos nocivos das ERO/ERN, enzimas como a catalase e as peroxirredoxinas
funcionam como antioxidantes e sao reguladas para minimizar a toxicidade celular
(SONENSHINE; HYNES, 2008).

Pereira e colaboradores (2001) avaliaram a producédo de ERO por hemdcitos de
R. microplus quando estimulados por Micrococcus luteus e Saccharomyces cerevisiae e
constataram que as células produzem H202 e O2. Analisando os efeitos da infec¢éo por
A. marginale sobre genes envolvidos no controle do estresse oxidativo, em células
embrionérias do carrapato R. microplus (BME26) observou-se que a expressao dos
genes que codificam enzimas oxidantes (O0xido nitrico sintase, oxidase do reticulo
endoplasmatico e dual oxidase) foram reprimidos enquanto os genes codificadores de
enzimas antioxidantes (superoxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase,
glutationa-S-transferase (GST) e tiorredoxina) foram induzidos. Por outro lado, o perfil da
modulacdo dos genes oxidantes e antioxidantes durante a infec¢cdo pela bactéria R.
rickettsii (bactéria que ndo é transmitida por R. microplus), foi o contrario do observado
com A. marginale, com genes oxidantes induzidos e antioxidantes reprimidos (KALIL-
PERDOMO et al., em preparacao).

No carrapato D. variabilis, o gene da GST foi induzido em diferentes tecidos apoés
infeccdo por Rickettsiia montanensis (MULENGA et al., 2003) e apo6s alimentacdo
sanguinea (DREHER-LESNICK et al., 2006). Da mesma forma, a alimentacdo sanguinea
também ocasionou a inducdo do gene GST no intestino e glandulas salivares de R.
microplus (ROSA DE LIMA et al., 2002). A proteina da glandula salivar de |. scapularis,
Salp25D é regulada positivamente apds a alimentagdo sanguinea e seu silenciamento
prejudica a aquisicado de B. burgdorferi pelos carrapatos. Acredita-se que a Salp25D
tenha a funcdo homologa da glutationa peroxidase e funcione como um antioxidante,
sendo importante para neutralizar as espécies reativas de oxigénio liberadas dos
neutrofilos ativados, protegendo as bactérias durante a aquisicdo e colonizagdo do
intestino carrapato (NARASIMHAN et al., 2007).
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1.4.2.3 Peptideos antimicrobianos

Os PAMs tém um papel importante na resposta imune porque agem rapido e
diretamente contra os patdgenos invasores. Sao moléculas de pequena massa molecular
(<10k Da), catidnicas e anfipaticas. A carga positiva do peptideo facilita sua interacao
com a carga negativa dos constituintes da superficie dos microrganismos e 0s
aminoacidos hidrofébicos facilitam sua inser¢do na membrana celular, promovendo sua
ruptura (BULET et al., 2004).

Diferentes PAMs foram identificados e caracterizados em varios carrapatos, como
por exemplo, as defensinas, microplusina, ixodidina, peptideo de 5,3k Da, lisozima e
fragmentos da hemoglobina (Revisado por KOPACEK et al.,, 2010; e SONENSHINE;
HYNES, 2008). As defensinas séo peptideos catibnicos que contém seis residuos de
cisteina envolvidos em trés pontes dissulfeto (BULET et al., 1999). Em hemdécitos do
carrapato R. microplus foi isolada uma defensina com atividade contra bactérias Gram-
positivas (FOGACA et al., 2004). Na hemolinfa do carrapato D. variabilis, foi identificada
uma defensina que é regulada positivamente em resposta ao desafio por Borrelia
burgdorferi, culminando com a lise da bactéria. Entretanto, a defensina mostrou-se mais
efetiva contra o patégeno quando combinada com a lisozima, eliminando 65% da
espiroqueta em cultura em menos de 1 hora, sugerindo uma atividade sinérgica dos dois
PAMs (JOHNS et al., 2001a).

A varisina € uma defensina de 4,2k Da que foi isolada da hemolinfa de D. variabilis
e mostrou atividade contra a bactéria Gram-positiva Bacillus subtilis (JOHNS et al.,
2001b). Além disso, experimentos funcionais mostraram que o silenciamento da varisina
em D. variabilis machos ocasiona uma reducdo no nimero de bactérias A. marginale
(cepa Virginia) nos intestinos e nas glandulas salivares dos carrapatos silenciados
guando comparados ao grupo controle. Este resultado, diferente da hipotese inicial
criada pelos autores, de que o silenciamento deste PAM ocasionaria um aumento no
numero de bactérias, pode ser devido a manipulacédo da expressdo da varisina pela
bactéria, por mecanismos ainda nédo definidos, para ajudar na sua multiplicagdo (KOCAN
et al., 2008).

A longicina € uma defensina identificada no intestino de Haemaphysalis
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longicornis (TSUJI et al., 2007) e sua forma recombinante apresentou atividade
antimicrobiana e antifangica. O silenciamento do gene codificante da longicina fez com
gue o numero de Babesia gibsoni aumentasse no intestino, ovarios e ovos de H.
longicornis (TSUJI; FUJISAKI, 2007). Além disso, a longicina tem atividade contra B.
bigemina, mas nado contra B. bovis e sua acdo foi demonstrada através da inibicdo da
proliferacdo dos merozoitos in vitro (GALAY et al., 2012). Em experimentos in vivo, a
inoculacao de longicina em camundongos infectados por Babesia microti, ocasionou a
reducéo significativa da parasitemia (TSUJI et al., 2007).

Outra classe de PAMSs, a microplusina, foi isolada da hemolinfa de R. microplus e
€ formada por 90 aminoacidos, dentre eles seis residuos de cisteina e suas extremidades
N- e C-terminal sdo ricas em residuos de histidinas (FOGACA et al., 2004). Sua atividade
antimicrobiana esta relacionada com sua habilidade de quelar cobre e ferro e devido ao
sequestro dos ions cobre do meio, além do efeito bacteriostatico observado contra a
bactéria Gram-positiva M. luteus, devido ao comprometimento do processo respiratorio
bacteriano (SILVA et al., 2009). Similar a microplusina, a hebraina foi isolada da
hemolinfa de Amblyomma hebraeum, é formada por 102 aminoacidos, possui seis
residuos de cisteinas e a extremidade C-terminal também rica em residuos de histidina.
A hebraina tem atividade antimicrobiana contra a bactéria Gram-positiva Staphylococcus
aureus, a Gram-negativa E. coli e a levedura Candida glabrato (LAl et al., 2004). Estudos
envolvendo carrapatos, mostram que o gene da hebraina foi induzido frente a infeccao
por R. rickettsii em glandulas salivares de fémeas de A. aureolatum e de A. cajennense
infectadas pela bactéria, por este motivo, o gene da hebraina foi selecionado para
experimentos funcionais, através da avaliacdo dos efeitos de seu silenciamento na
aquisicao de R. rickettsii. Os resultados mostraram que um ndimero maior de carrapatos
A. aureolatum adquiriu a bactéria em decorréncia do silenciamento da hebraina em
relacdo ao controle. Além disso, o numero de bactérias nas glandulas salivares e
intestinos também foi maior que o controle. Ao contrario do observado para A.
aureolatum, o silenciamento génico da hebraina ndo teve nenhum efeito na aquisicéo de
R. rickettsii nos carrapatos A. cajennense, reforcando a hipotese de que as respostas
dessas duas espécies de carrapato frente a infeccdo séo diferentes (MARTINS et al.,

manuscrito em preparacgao).
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Outro PAM rico em cisteinas, denominado ixodidina foi isolado dos hemacitos de
R. microplus e possui dez cisteinas que formam cinco pontes dissulfureto internas. Este
peptideo apresenta atividade contra E. coli e M. luteus, e também atividade inibitoria de
duas serina proteinases, elastase e quimiotripsina, podendo estar envolvido no controle
das cascatas proteoliticas do sistema imune de artropodes (FOGACA et al., 2006). As
proteases sdo importantes fatores de viruléncia utilizadas por microrgansmos, durante o
processo de infec¢do. Os inibidores de proteases, apesar de ndo serem diretamente
antimicrobianos, sédo produzidos para inibir seletivamente as proteases dos agentes
patogénicos (ARMSTRONG, 2001).

O ISsAMP é um PAM de 5.3k Da, com seis residuos de cisteina que foi isolado da
saliva de I. scapularis e tem atividade contra bactérias Gram-positivas e negativas, como
S. aureus, E. coli, B. subtilis e Bacillus cereus. Além das glandulas salivares, o ISAMP é
expresso em hemacitos e no corpo gorduroso (PICHU et al., 2009). Quando o peptideo
de 5.3k Da foi silenciado, no carrapato |. scapularis, ocorreu 0 aumento no nimero de
bactérias Anaplasma phagocytophilum, demonstrando sua importancia para o controle
bacteriano. Ainda foi demonstrado que a via de sinalizagédo Jak/Stat regula a expressao
deste PAM. Quando o fator de transcricao (Stat) foi silenciado, ocorreu a diminuicéo da
expressdo do gene do PAM de 5.3k Da em relacdo ao grupo controle, além do aumento
no numero de bactérias nas glandulas salivares, intestino e hemolinfa, demonstrando
gue a via Jak/Stat desempenha um papel critico na defesa contra A. phagocytophilum
(LIU et al., 2012).

O PAM Dae2, limita a infec¢ao de B. burgdorferi no carrapato I. scapularis (CHOU
et al., 2015). A expressao deste PAM é regulada pela via de sinalizacdo Jak/Stat, que é
ativada pela citocina INF oriunda do sangue do hospedeiro vertebrado infectado com B.
burgdorferi (SMITH et al., 2016). Um fato superinteressante € que o gene Dae € um gene
originalmente de procariotos, e foi transferido aos carrapatos através da transferéncia
horizontal de genes. Esta transferéncia, comum em bactérias, permite que
caracteristicas adaptativas sejam rapidamente disseminadas entre 0s organismos e 0s
genes Dae estdo sendo preservados nos eucariotos por centenas de milhées de anos
(CHOU et al., 2015). O PAM DAe2 esta presente no intestino e nas glandulas salivares

de I. scapularis, e além de ter acdo anti-Borrelia, € ativo contra E. coli (CHOU et al.,
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2015).

A lisozima € uma pequena proteina (de aproximadamente 14k Da) que pode servir
como enzima disgestiva, mas também com atividade antimicrobiana contra uma gama
de diferentes microrganismos. Seu modo de agdo é através da hidrolise das ligagfes
entre o acido-N-acetilmuramico e os residuos de N-acetilglicosamina, que constituem os
peptidoglicanos, resultando no rompimento da integridade da parede celular
(SONENSHINE; HYNES, 2008). Em O. moubata foi caracterizada uma lisozima com
atividade anti-M. luteus (KOPACEK et al., 1999) e o seu nivel de expressdo aumentou
apos a alimentacdo sanguinea (GRUNCLOVA et al., 2003). No carrapato D. variabilis
também foi verificado que uma lisozima € expressa no intestino e embora o nivel de
transcricdo deste gene ndo tenha aumentado apds a alimentacdo sanguinea, sua
expressao foi aumentada em carrapatos infectados com R. montanensis (CERAUL et al.,
2007). Nas linhagens celulares IDE12 (l. scapularis) e DAE15 (D. andersoni) a expressao
da lisozima foi induzida em resposta ao desafio com M. luteus e E. coli, em ambas as
linhagens (MATTILA et al., 2007).

A digestao da hemoglobina, proveniente da alimenta¢do sanguinea do carrapato,
€ uma importante fonte de producédo de PAMs. No intestino do carrapato, a hemoglobina
do sangue do hospedeiro sofre protedlise e gera hemocidinas (FOGACA et al., 1999;
NAKAJIMA et al., 2003; SONENSHINE et al., 2005) que podem constituir um
componente importante da imunidade inata neste 6rgdo (KOPACEK et al., 2010). No
intestino de R. microplus, foram identificados alguns fragmentos de hemoglobina com
atividade antimicrobiana, sendo um deles correspondente aos aminoacidos 33 a 61 da
subunidade a da hemoglobina bovina, denominado de Hb 33-61, que é ativo contra
bactérias Gram-positivas e fungos e (FOGACA et al., 1999; MACHADO et al., 2007;
SFORCA et al., 2005) e outros trés peptideos Hb 40-63, Hb 34-63 e Hb 98-114 com
atividade antifungica (BELMONTE et al., 2012; CRUZ et al., 2010). Outras hemocidinas
foram isoladas do lumen intestinal de O. moubata e de D. variabilis e estes peptideos
apresentaram atividade contra bactérias Gram-positivas (NAKAJIMA et al., 2003;
SONENSHINE et al., 2005).
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1.4.3 Vias de sinalizacao celular

Em insetos, o reconhecimento de microrganismos invasores pode ativar diferentes
vias de sinalizacdo celular envolvidas na resposta imunologica: Toll, Imd, Jnk e Jak/Stat
(Figura 5), as quais induzem a expressédo de PAMs e de genes de moléculas efetoras
do sistema imune. O conhecimento a respeito da ativacdo do sistema imunoldgico em
carrapatos ainda é muito pequeno, quando comparado ao de insetos. Por este motivo, a
descricdo das vias de sinalizagdo abordadas neste item serdo baseadas no

conhecimento que se tem em insetos.

Figura 5 - Representacdo esquematica das vias de sinalizacdo celular Toll, Imd, Jnk e
Jak/Stat que controlam a expressao de genes relacionados as respostas imunologicas
em Drosophila melanogaster.
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Fonte: Adaptado de Rosa e colaboradores (2016).
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1.4.3.1 Via Toll

Em D. melanogaster, a infeccdo por bactérias Gram-positivas ou fungos,
desencadeia a ativacdo da via Toll. Como representado na Figura 5, depois de ser
reconhecido pela proteina extracelular spatzle (que sofreu clivagem proteolitica induzida
por uma cascata de cisteino-proteinases (HOFFMANN; REICHHART, 2002) no meio
extracelular), ocorre a ligacdo da spatzle ao dominio extracelular do receptor
transmembranar Toll. O receptor Toll, por sua vez, sofre alteragcdes conformacionais
resultando no recrutamento da proteina adaptadora MyD88 através de seu dominio TIR
(Toll interleukin-1 receptor). ApGs essa interacdo, Tube e Pelle sdo recrutados para
formar o complexo MyD88-Tube-Pelle. A partir da formacdo deste complexo, ocorre a
fosforilacdo e a degradacao do inibidor Cactus, que em condi¢cdes de homeostase, esta
ligado aos fatores de transcricdo NF-kB Dorsal e Dif no citoplasma, impedindo sua
entrada no nucleo. Apds a degradacdo de Cactus, Dif é translocado para o ndcleo e
promove a transcricdo dos PAMs defensina, drosomicina e metchnikovina (LECLERC;
REICHHART, 2004; VALANNE et al., 2011). O fator de transcricdo Dorsal esta ligado
com a segmentagao dorso-ventral do embrido (HETRU; HOFFMANN, 2009). Em outros
invertebrados, ndo é relatada a existéncia de Dif e Dorsal é o fator de transcricdo NF-kB
gue promove a transcricao dos PAMs.

Em mosquitos Aedes aegypti, a via Toll participa da defesa contra a infec¢ao viral
de DENV. Apés o silenciamento de Cactus, a infeccao pelo virus é reduzida em até 4
vezes. Por outro lado, o silenciamento de MyD88, faz com que a infec¢do pelo virus
aumente (Xl et al., 2008).

1.4.3.2 Vias Imd e Jnk

Em D. melanogaster, a resposta a infeccdo por bactérias Gram-negativas €
controlada pela via Imd, que é iniciada pelo reconhecimento de peptidoglicano contendo
acido diaminopimélico (DAP-type), encontrado na parede celular destas bactérias. Como
esquematizado na Figura 5, os peptidoglicanos sdo reconhecidas por proteinas de
reconhecimento (PGRPs) que interagem com a proteina intracelular Imd que, ao se

complexar com a proteina Fadd, ativa a caspase Dredd. Este complexo induz a
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associacao da proteina Imd com o complexo de ubiquitinacdo formado por lap2,
Bendless, Effete e Uevla e resulta na ativacdo de Takl e Tab2. A ativacao do complexo
Takl1/Tab2 pode levar tanto a ativacao da via Jnk quanto a via de degradacéo da porcao
inibitoria de Relish, que tem a fun¢do de manté-lo no citoplasma. Apés as quinases Ird5
e Key fosforilarem Relish, a caspase Dredd cliva Relish liberando sua regiao N-terminal
gue contém um dominio RHD (Rel homology domain). Ao ser translocado para o nucleo,
este fator é responsavel pela transcricdo dos PAMs diptericina, cecropina e atacina
(LECLERC; REICHHART, 2004; MARMARAS; LAMPROPOULOQU, 2009). Caspar € um
supressor da via Imd e mantém Relish no citoplasma, impedindo que Dreed clive o fator
de transcricdo em condi¢cdes de homeostasia. Caudal é outro regulador negativo da
expressdo de PAMs que atua no intestino de D. melanogaster, evitando a ativacdo da
via pela presenca de bactérias comensais (RYU et al., 2008).

A ativacdo da via Jnk, através do complexo Takl1l/Tab2 citado anteriormente, leva
a fosforilacdo de Hemipterous (Hep), que entédo fosforila Basket (Bsk). Essa ultima &
entao responsavel pela ativacdo dos fatores de transcricdo Jra e Kay. Puc é o regulador
negativo da via. Aparentemente, esta via ndo induz a transcricdo de genes de PAMs,
mas parece desempenhar um papel importante na resposta ao estresse oxidativo,
promovendo a expressao de genes citoprotetores (BITEAU et al., 2011). Em A. gambiae,
a supressao desta via, através do silenciamento de Hep, Jra ou Kay fez com que a
infecdo por Plasmodium falciparum aumentasse. Além disso, a Jnk induz a expressao
de duas enzimas NOXS5 (nicotinamide adenine dinucleotide phosphate - NADPH oxidase
5) e HPx2 (heme peroxidase 2) que potencializam a nitragdo em resposta contra 00cistos
de P. falciparum no intestino médio do mosquito e ainda regula a expressdo de dois
efetores imunes, TEP e FBN9 (Fibrinogen-related protein 9), cujas proteinas estéo
envolvidas na opsonizagao de microrganismos (GARVER et al., 2013). No mosquito A.
gambiae, a via JINK também regula a expressdo do OXR1 (Oxidation Resistance 1) que,
por sua vez, regula a expressao de enzimas que destoxificam ERO. Quando o gene do
OXR1 foi silenciado, ocorreu a diminuicdo da infecg&o por P. falciparum (JARAMILLO-
GUTIERREZ et al., 2010).
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1.4.3.3 Via Jak/Stat

Em D. melanogaster, a via Jak/Stat pode ser induzida por injaria séptica, que
promove a ligacdo da citocina Unpaired (Upd) ao receptor Domelles (Dome), como
esquematizado na Figura 5. Essa ligacao leva a dimerizacéo desse receptor que fosforila
a Jak tirosina quinase Hopscotch (Hop). A fosforilacdo de Hop cria um sitio de ligacao
para o fator de transcricdo Stat, que ao ser fosforilado, dimeriza com outro Stat e é
translocado para o ndcleo para ativar a transcricdo de genes relacionados ao sistema
imunologico. Os inibidores desta via sdo o Socs e Pias. Socs pode se ligar as Jaks,
bloqueando seus sitios cataliticos ou ao receptor Dome e inibir fisicamente a interacao
de Stat. Pias se liga ao Stat fosforilado e impede sua interacdo com o DNA. A via Jak/Stat
regula a expressao de TEP1 (AGAISSE et al., 2003). Em A. gambiae, apds silenciamento
génico de Stat e infec¢des in vitro e in vivo pelos protozoarios Plasmodium berghei e
Plasmodium falciparum, os oocistos de Plasmodium aumentaram significativamente,
sugerindo que esta via é importante no controle do protozoario. Além disso, em A.
gambiae, a via Jak/Stat regula a expressdo de Tep e NOS (GUPTA et al., 2009). No
mosquito A. aegypti, apés a infeccdo pelo virus DENV2, a via Jak/Stat foi ativada e o
silenciamento de Pias, fez com que a infeccéo pelo virus diminuisse (SOUZA-NETO et
al., 2009).

1.5 Interacdes vetor-patdogeno

Como mencionado anteriormente, durante o repasto sanguineo, o sangue do
hospedeiro é processado no intestino do carrapato para a aquisicao de nutrientes e
geracao de energia, utilizada, por exemplo, para a producao de ovos pelas fémeas. Caso
0 sangue ingerido contenha microrganismos, eles deverdo ser capazes de passar as
barreiras fisicas e resistir aos efeitos dos fatores celulares e humorais presentes no
carrapato. A interacdo bioldgica carrapato-patdgeno € resultado de um processo de
coevolucdo continua, que envolve o sistema imune do vetor e os mecanismos dos

microrganismos de escape destas defesas.
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A interacdo bioldgica de algumas espécies, pode trazer matuo beneficiamento,
como é o caso da interacao entre I. scapularis e A. phagocytophilum, onde os carrapatos
infectados pela bactéria, conseguem sobreviver em baixas temperaturas. No carrapato,
a bactéria induz a expressao de uma glicoproteina anticongelante chamada de IAFGP
(Ixodes scapularis antifreeze glycoproteins), que aumenta a sobrevivéncia de carrapatos
infectados, fazendo com que as bactérias também sobrevivam e consequentemente
sejam transmitidas com sucesso para o hospedeiro vertebrado (NEELAKANTA et al.,
2010).

Estudos funcionais da interacdo carrapatos-Anaplasma spp. demostraram que
diversos genes do carrapato podem estar relacionados com a infeccdo bacteriana.
Bactérias A. phagocytophilum conseguem manipular diversos genes de |. scapularis,
como a proteina Salpl6, que tem sua expressao génica induzida nas glandulas salivares
de carrapatos infectados. O silenciamento do gene da Salp16 causa uma diminuicdo do
numero de bactérias nas glandulas salivares, porém néo altera o numero de bactérias
no intestino, indicando que esta proteina é indispensavel para a multiplicacdo bacteriana
nas glandulas salivares (SUKUMARAN et al., 2006). A infeccéo por A. phagocytophilum
também induz a expressao de a1,3-fucosiltransferases (IsFT), que tem a funcdo de
glicosilar proteinas, durante a coloniza¢ao no I. scapularis, apés o silenciamento desse
gene a aquisicao da bactéria pelo carrapato foi diminuida (PEDRA et al., 2010).

Os genes da GST, selenoproteina M (SelM) e da ubiquitina foram induzidos ap6s
infeccdo com A. marginale tanto em células do D. variabilis (IDE8), quanto em carrapatos
(DE LA FUENTE et al., 2007). O silenciamento destes genes, em D. variabilis, fez com
gue ocorresse a diminuicdo no numero de A. marginale no intestino dos carrapatos, apos
aquisicdo das bactérias em bezerro infectado (KOCAN et al., 2009). A SelM contém
seleno-cisteina e tem a funcdo de antioxidante (REEVES; HOFFMANN, 2009). As
ubiquitinas séo proteinas reguladoras que estdo envolvidas na marcagédo e destruicao
intracelular de proteinas, podendo regular vias imunes (FERRANDON et al., 2007).

Em bibliotecas subtrativas de cDNA construidas com células BME26 (originadas
do carrapato R. microplus) infectadas com A. marginale, foram identificados 30 genes
induzidos e 42 genes reprimidos pela infecgéo, pertencentes a diversas categorias

funcionais. Posteriormente, foram selecionados alguns genes para um estudo funcional
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in vivo, através de silenciamento génico. Os resultados mostraram que apesar de nao
ter sido detectado alteracdo no numero de bactérias no intestino e nas glandulas
salivares nos carrapatos infectados, observou-se que carrapatos que tiveram o gene da
citocromo c¢ oxidase subunidade 11l (COXIII) silenciado, ndo transmitiram a bactéria. A
COXIIl faz parte do complexo de proteinas da cadeia transportadora de elétrons,
localizado na membrana mitocondrial e esta envolvido na producédo de ATP da célula. O
mecanismo de acdo de COXIIl na transmissdo ainda é desconhecido, no entanto, a
hipotese levantada para o fen6tipo observado € que COXIIl seja importante para que as
bactérias ultrapassem a barreira das glandulas salivares para atingirem a saliva e serem
transmitidas para o hospedeiro vertebrado ou que atue na viabilidade de A. marginale
gue estdo na saliva do carrapato (BIFANO et al., 2014).

A microbiota intestinal do I. scapularis € capaz de modular os niveis de expressao
de Stat (fator de transcricdo da via Jak/Stat). A via Jak/Stat € conhecida por regular a
transcricdo de genes de resposta imune, mas também de genes envolvidos na reparagao
e remodelacéo do epitélio (ZEIDLER et al., 2000), e dados mostram que a via regula a
expressdo da peritrofina, uma glicoproteina da matriz peritréfica (MP), que mantem a
integridade estrutural da camada entre o limen e o epitélio intestinal (NARASIMHAN et
al., 2014). Quando a microbiota do carrapato € desregulada, a expressdo de Stat &
dimuida e a colonizacéo pela espiroqueta B. burgdorferi, a qual o carrapato é vetor,
também € diminuida. Durante a alimentacdo sanguinea, no limen intestinal, diversas
respostas imunes (ERO, PAMs e PAMs gerados de fragmentos da hemoglobina) podem
prejudicam a viabilidade das espiroquetas, que utilizam a MP para se proteger dos
atagues nocivos. Sem a microbiota, a expressdo de Stat € diminuida, e
consequentemente a expressdo da peritrofina também é diminuida, tornando a MP
permeével, ndo protegendo a Borrelia. Com a MP permedvel, outras bactérias intestinais
se aproximam do epitélio intestinal, elevando as respostas imunitarias epiteliais do
intestino (WEISS et al., 2013), comprometendo ainda mais a colonizagdao da Borrelia.
Esta interacdo microbiota-carrapato-patdégeno demonstra que a microbiota tem um papel
fundamental no intestino, para manter a integridade estrutural e funcional intestinal a
favor da colonizagéo da Borrelia (NARASIMHAN et al., 2014). Estudos envolvendo varias

espécies de carrapatos dos géneros Ixodes, Amblyomma, Rhipicephalus e
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Haemaphysalis, em varios estddios de desenvolvimento, avaliaram as bactérias
predominantes no microbioma em diferentes tecidos. No intestino, foram encontrados
Rickettsia spp., Acinetobacter spp., Enterobacter spp. e Pseudomonas spp.; nos tubulos
de Malpighi, Rickettsia spp., Coxiella spp. e Francisella spp.; nas glandulas salivares,
Rickettsia spp., Francisella spp. e Wolbachia spp.; e no ovario, Francisella spp., Coxiella
spp., Wolbachia spp., e Rickettsia spp. (revisado por NARASIMHAN; FIKRIG, 2015).

Estudos sobre a interacdo entre patdégenos causadores de doencgas, seus
carrapatos vetores e a interface com o hospedeiro vertebrado sado importantes para gerar
dados que possam servir de base para outros trabalhos que envolvam novas estratégias
de controle do vetor ou do bloqueio da transmissao dos patégenos.

Ha quase duas décadas, nosso grupo de pesquisa vem estudando aspectos do
sistema imunolégico do carrapato R. microplus. Diferentes familias de PAMs foram
identificadas e caracterizadas (CRUZ et al., 2010; BELMONTE et al., 2012; FOGACA et
al., 1999, 2004, 2006; MACHADO et al., 2007; 2011; SFORCA et al., 2005; SILVA et al.,
2009), além de ter sido demonstrada a participacdo dos hemdécitos na defesa contra
microrganimos através da fagocitose e da producédo de EROs (PEREIRA et al., 2001).

Além disso, demonstramos também que as células BME26 desempenham
funcdes imunoldgicas tais como fagocitose e expressao de genes envolvidos na resposta
imune (ESTEVES et al., 2008), além de serem suscetiveis a infeccdo por A. marginale
(ESTEVES et al., 2009). Entretanto, até o presente momento, pouco se conhece a
respeito das vias de sinalizacdo celular que modulam a expressao dos PAMs em
carrapatos, e para preencher essa lacuna no conhecimento da imunologia destes

ectoparasitos, estabelecemos os objetivos propostos a seguir.
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5 Conclusdes

A patrtir de analises in silico, a maioria dos genes de R. microplus que compde as
vias de sinalizag&o celular Toll, Imd, Jnk e Jak/Stat foi encontrada, com excec¢do dos
componentes upstream da via Imd, tais como os genes Imd, Fadd, Pirk, Dnrl, Dredd, e
da citocina Unpaired da via Jak/Stat. Estes resultados demonstraram que as vias Toll,
Jnk e Jak/Stat, descritas em dipteros, sdo conservadas em R. microplus.

Os genes dos componentes das vias Toll, Imd, Jnk e Jak/Stat séo diferencialmente
expressos nas células BME26 em resposta a desafios microbianos. De maneira global,
a incubacao das células com os microrganismos termo-inativados, induziu a expressao
dos genes que codificam os componentes das quatro vias de sinalizacdo. A andlise da
transcricdo génica frente a infeccdo pelas bactérias intracelulares A. marginale e R.
rickettsii revelou diferengcas marcantes: enquanto a infec¢cao por A. marginale, suprimiu
a expressao da maioria dos genes dos componentes das vias e dos PAMs, a infeccéo
por R. rickettsii, induziu a expressao da maior parte dos genes.

Em carrapatos machos, o fator de transcricdo Relish tem um importante papel no
controle da infeccdo por A. marginale, possivelmente através da regulacdo do PAM
microplusina. Por outro lado, o fator de transcricdo Stat parece estar envolvido na
expressdo de outros trés PAMs, ixodidina, defensina e lisozima. Entretanto, outros
experimentos envolvendo o silenciamento dos PAMs deverdo ser realizados para que
seja possivel confirmar o seu controle sobre a infec¢éo. Diferentemente do verificado nos
carrapatos, nao se observou diferenca no nimero de A. marginale nas células BME26,
apos o silenciamento dos genes dos fatores de transcri¢cdo das vias de sinalizacéo Toll,
Imd e Jak/Stat.

Assim como observado nos carrapatos, o silenciamento dos fatores de transcricdo
nao foi especifico nas células BME26, o que pode ser explicado por um cross-talk entre
as vias de sinalizacéo. Esta hipotese devera ser testada quando for possivel identificar
as moléculas efetoras de cada via.

Em conclusdo, os resultados obtidos até o presente, permitiu ampliar o
conhecimento sobre o sistema imune de carrapatos e consequentemente compreender

melhor a interface R. microplus — A. marginale.
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