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RESUMO

Amblyomma sculptum, carrapato da familia Ixodidae, ¢ uma espécie amplamente
distribuida no Brasil e a nica espécie do complexo Amblyomma cajennense descrita na regidao
sudeste. E o mais importante vetor de Rickettsia rickettsii, causadora da febre maculosa
brasileira (FMB) e também relacionado a prejuizos econdmicos na producdo pecuaria.
Proteinas salivares e do intestino médio, expressas por carrapatos, desempenham um papel
importante na alimentacdo e digestdo de sangue. As proteinas salivares secretadas no sitio
alimentar estdo envolvidas em varios processos, como hemostasia ¢ modulagdo da resposta
imune, enquanto as proteinas expressas no intestino médio estdo envolvidas na digestdo da
dieta, bem como na prote¢do do epitélio. Muitos genomas e transcriptomas das glandulas
salivares e intestino médio de carrapatos tém sido produzidos nos ultimos anos, abrindo novas
possibilidades de estudos, ja que a identificacdo e caracterizacdo de novas proteinas salivares e
intestinais altamente expressas durante o repasto sanguineo do carrapato poderiam indicar quais
apresentam maior importancia para a biologia do parasito, podendo ser utilizadas como
antigenos em futuras formulagdes vacinais. No presente estudo, o objetivo principal foi
selecionar proteinas salivares e intestinais do carrapato 4. sculptum e avaliar sua eficacia como
antigenos vacinais. Dessa forma, foram selecionadas sequéncias codificadoras de proteinas
salivares altamente expressas e relacionadas ao processo alimentar. Além disso, proteinas
intestinais de membrana também foram selecionadas pelo seu nivel de antigenicidade e seus
epitopos preditos para células B foram ranqueados a fim de se construir uma proteina quimerica.
Trés proteinas salivares foram selecionadas e expressas de forma recombinante em bactérias:
uma proteina de 8,7 kDa com um dominio de kunitz (rAsKunitz), uma proteina de 9,8 kDa
relativa a familia 8,9 kDa (rAs8.9kDa), exclusiva de carrapatos e uma proteina de 16,8 kDa
identificada como uma Basic tail (rAsBasicTail). Seus recombinantes foram testados para
investigar propriedades anticomplemento e anticoagulantes. Os ensaios realizados revelaram
que todos eles foram capazes de inibir as vias classica e alternativa do complemento. A
rAsBasicTail foi o inibidor mais eficaz contra o fXa da cascata de coagulacdo e a tripsina, em
comparagdo com outros recombinantes. Por outro lado, rAsKunitz apresentou inibi¢do da
trombina, com o melhor desempenho entre os recombinantes. Além das proteinas
recombinantes salivares, uma recombinante quimérica foi construida com 22 epitopos de sete
proteinas intestinais de membrana. As recombinantes salivares, intestinais e a proteina
quimérica foram utilizadas para imunizar camundongos e testadas como antigenos vacinais

contra a infestagao de A. sculptum. A maior taxa de mortalidade foi observada em fémeas



alimentadas em camundongos tratados com rAs8.9kDa e rAsKunitz (58,3% e 41,6%,
respectivamente), enquanto a mortalidade de ninfas alimentadas em camundongos imunizados
com rAs8.9kDa, rAsBasicTail e rAsQuimera foi de 100%. A eficacia dos antigenos salivares
rAs8.9kDa e rAskunitz foi de 92,89% e 85,32%, respectivamente, enquanto a proteina
quimérica foi o antigeno intestinal com maior taxa de eficacia, 80,84%. Estes dados indicam
que os alvos selecionados poderiam ser utilizados como parte de uma formulagao vacinal. Além
disso, pudemos acrescentar algumas novas informagdes sobre as moléculas salivares envolvidas

no processo hematofagico, aumentando a compreensao sobre a fisiologia de A. sculptum.

Palavras-chave: Amblyomma sculptum,; inibidores do complemento; anticoagulantes;

hematofagia; vacina.



ABSTRACT

Amblyomma sculptum, a tick from the Ixodidae family, is widely distributed in Brazil
and is the only specie of the Amblyomma cajennense complex described in the southeastern
region. It is the most important vector of Rickettsia rickettsii, which causes the brazilian spotted
fever and is also related to economic losses on livestock production. Salivary and midgut
proteins expressed by ticks play an important role in blood feeding and digestion. Salivary
proteins secreted at the feeding site are involved on several processes, such as hemostasis and
immune response modulation, while midgut proteins are involved in digestion as well as in the
protection of epithelium. Many genomes and transcriptomes of tick’s salivary glands and
midgut have been produced along the last years, opening new study possibilities, since the
identification and characterization of new salivary and midgut proteins highly expressed during
tick feeding could indicate which of those are important molecules to the parasite’s biology and
able to be targeted as future vaccinal antigens. At the present study, the main goal was to
identify and characterize highly expressed secreted salivary proteins related to blood feeding
process. Moreover, midgut proteins attached to the epithelial membrane were also selected by
their immunogenicity level. Then, their epitopes for B cells were ranked in order to build a
chimeric protein contructed with epitopes of different midgut proteins. Three salivary proteins
were selected and expressed in bacterial recombinant system: an 8.7 kDa protein containing
one kunitz domain (rAskunitz), an 9.8 kDa protein highly similar to 8.9 kDa family proteins 9
(rAs8.9kDa) and a 16.8 kDa protein related to basic tail family (rAsBasicTail). The
recombinants were tested in order to investigate anti complement and anti clotting properties.
The performed assays revealed that all of them were able to inhibit the classical and alternative
complement pathways. rAsBasicTail was the most effective inhibitor of factor Xa, from
coagulation cascade and tripsin in comparison to the other recombinants. On the other hand,
rAsKunitz presented the most expressive thrombin inhibition, which means this protein had the
best performance among the recombinants against that enzyme. The salivary recombinants and
the chimeric protein were employed in mice immunization and tested as vaccine antigens
against 4. sculptum parasitism. The highest mortality rate was observed among female fed in
mice treated with rAs8.9kDa and rAsKunitz (58.3% and 41.6%, respectively), while the
mortality rate of nimphs fed on mice immunized with rAs8.9kDa, rAsBasicTail and
rAsQuimera reached 100%. rAs8.9kDa and rAsKunitz salivary antigens had the most
expressive efficacy rate, 92.89% and 85.32%, respectively, while the most powerful midgut

based antigen was the chimeric recombinant protein, reaching a 80.84% efficacy ratio. These



data indicate that the selected targets could be part of a vaccinal formulation. Furthermore, we
were able to bring some new information about salivary molecules involved in the

hematophagic process, amplifying the comprehension about 4. sculptum physiology.

Keywords: Amblyomma sculptum; complement inhibitors; anticoagulants; hematophagys;

vaccine.
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1. INTRODUCAO

1.1. Amblyomma sculptum

1.1.1. Taxonomia e classificacao

Amblyomma sculptum é uma espécie de carrapato pertencente a familia Ixodidae,
conhecida por agrupar os “carrapatos de corpo duro”, por possuirem um escudo rigido quitinoso
na regido dorsal. Essa, por sua vez, ¢ dividida em dois grupos: o basal, chamado Prostriata,
composto pelo género Ixodes e Metastriata, onde estdo os demais géneros (Nava et al. 2009).
Essa espécie faz parte do complexo Amblyomma cajennense sensu lato, que agrupa ao menos
outras cinco espécies distintas (4. cajennense sensu stricto, A. interandinum, A. mixtum, A.
patinoi, A. tonelliae), distribuidas do sul dos Estados Unidos até o norte da Argentina. O
complexo era considerado anteriormente como uma unica espécie, Amblyomma cajennense, até
a realizagdo de uma mudanga taxonOmica, verificada por meio de analises moleculares e
morfologicas, que demonstrou que seus membros estdo relacionados a diferentes areas

biogeograficas (Beati et al. 2013, Estrada-Pefia et al. 2014, Nava et al. 2014).

1.1.2. Ciclo e principais hospedeiros

A. sculptum apresenta quatro estagios de desenvolvimento em seu ciclo, sendo eles os
ovos, larvas, ninfas e adultos macho e fémea (Fig. 1). Na fase adulta, ele ¢ popularmente
conhecido como ‘“carrapato estrela” e “rodoleiro”, enquanto costuma ser denominado
“vermelhinho” e “micuim”, para ninfas e larvas, respectivamente. Ele apresenta ciclo bioldgico
do tipo trioxeno, necessitando de um hospedeiro diferente para cada estadgio evolutivo, sendo
que as mudas sdo realizadas no solo. Sabe-se também que seu ciclo apresenta sazonalidade ao
longo do ano, visto que picos de infestagdes das formas imaturas podem ser observados durante
os meses do outono-inverno, enquanto de adultos, durante a época da primavera-verao (Oliveira

et al. 2003, Szabo et al. 2018).
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2.0 mm 0.3 mm 1.0 mm % 1.0 mm

Figura 1: Formas evolutivas de 4. sculptum: Ovos (A); Larva (B); Ninfa (C) e Adultos: Macho
(D) e Fémea (E) (Neves et al. 2016).

Uma alta especificidade para hospedeiros equinos, capivaras e antas pode ser observada
para as formas adultas (Labruna et al. 2001, Van Der Heijden et al. 2005). Larvas e ninfas, por
sua vez, apresentam comportamento parasitario generalista, sendo capazes de realizar o repasto
sanguineo em uma série de diferentes hospedeiros vertebrados. Além do homem, bovinos, caes,
suinos, coelhos, animais silvestres e aves, dentre outros hospedeiros ja foram documentados
sendo parasitados por 4. sculptum (Lopes et al. 1998, Rojas et al. 1999, Szabo et al. 2018). Ja
foi observada também a facilidade de manter colonias de A. sculptum se alimentando em

animais de laboratdério como camundongos e coelhos (Lopes et al. 2008, Franco et al. 2016).

1.1.3. Distribuicio e epidemiologia

Martins (2014) demonstrou a existéncia de pelo menos duas espécies de carrapatos
pertencentes ao complexo A. cajennense distribuidas no territorio brasileiro, sendo elas A.
cajennense sensu stricto € A. sculptum. A. cajennense s. s. foi encontrada sobretudo nas regides
Norte, Nordeste e Centro-Oeste, enquanto 4. sculptum foi descrita em todas as regides do pais,
além de ser a unica espécie do complexo presente no Sudeste. Essa estd altamente associada ao
clima tropical, presente em areas de Pantanal, Mata Atlantica e, sobretudo, no bioma do Cerrado
onde ¢ amplamente distribuida (Martins et al. 2016). De acordo com Pajuaba Neto et al. (2018),
a larga distribui¢do horizontal de A. sculptum em areas de cerrado pode ter relacdo com a
dispersao causada por pequenos hospedeiros.

A espécie ainda possui grande associagdo com humanos, que ¢ comprovada pela alta
prevaléncia em regides urbanas e periurbanas, em dreas verdes e sombreadas (Souza et al.
2009). Pode se dizer que a disponibilidade de hospedeiros preferenciais, como as capivaras,
nestes ambientes também esté relacionada a altas infestacdes, ja que esses animais sdo eficazes
na manutenc¢do do ciclo do carrapato e suas populacdes tém crescido em regides urbanizadas,

sobretudo pela alimentagdao abundante e a falta de predadores (Queirogas et al. 2012). Por fim,
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¢ possivel observar um comportamento agressivo, traduzido em um misto de procura ativa e
espera em posigoes estratégicas pelo contato com o hospedeiro, realizado por 4. sculptum. Essa
caracteristica contribui para o alto indice de parasitismo observado em pessoas, valor
consideravelmente maior que para outras espécies da mesma regido, como o Amblyomma
dubitatum, por exemplo, que ¢ uma espécie de carrapato adaptada a capivaras (Ramos et al.

2017, Pajuaba Neto et al. 2018).

1.1.4. Importancia do A. sculptum

No Brasil, A. sculptum é considerado o principal carrapato em importancia médica. Isso
se deve, primeiramente, ao fato de ser a espécie mais associada as infestacdes em humanos e
estar presente em areas verdes de regides urbanizadas e populosas (Guglielmone et al. 2006,
Labruna 2009, Queirogas et al. 2012). Além disso, ¢ também o principal vetor da bactéria
Rickettsia rickettsii, causadora da Febre Maculosa Brasileira (FMB), que ¢ a riquetsiose de
maior ocorréncia e maior gravidade no pais, com mais de 1200 casos confirmados e 411 mortes
entre 2007 e 2015 (Nava et al. 2014, de Oliveira et al. 2016, Martins et al. 2016).

Grande parte dos casos de FMB ocorridos, sobretudo na regido sudeste, tém estreita
relacdo com as populagdes de capivaras presentes em centros urbanos. Estas possuem papel
importante na dindmica de transmissdo do patéogeno da FMB por agir como hospedeiros
amplificadores tanto dos vetores quanto da bactéria R. rickettsii para o carrapato, que nao €
capaz de manter a infec¢ao ao longo de varias geracdes através da transmissao vertical (Soares
et al. 2012). Dessa forma, na maior parte das areas endémicas, as capivaras podem ser
consideradas pecas-chave, por portarem a bactéria e manter os niveis de infec¢ao nos carrapatos
que, por sua vez, acabam por disseminar o agente causador da doenga (Szabo et al. 2013, Polo
etal. 2017, Costa et al. 2019).

A. sculptum também pode estar envolvido na transmissdo de outras bactérias do género
Rickettsia possivelmente patogénicas, dentre elas, Rickettsia parkeri, R. bellii, R. felis e R.
amblyommatis, além de espiroquetas do complexo Borrelia burgdorferi sensu lato, causadoras
da Doenga de Lyme-simile brasileira (Nascimento et al. 2016, Bitencourth et al. 2017, Sebastian
etal. 2017).

Além de sua importancia médica na satde publica, 4. sculptum representa grande
interesse na medicina veterinaria devido aos grandes prejuizos econdmicos que causam na
pecudria. Durante a alimentagao, as fémeas retiram grandes volumes de sangue, podendo causar

comprometimento da capacidade produtiva dos hospedeiros e predispor a infec¢des
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secundarias, instalacdo de miiases, desvalorizagdo do couro dos hospedeiros, gastos com

carrapaticidas, entre outros (Borges et al. 2002).

1.2.  Controle de carrapatos

O controle das infestagdes por carrapatos depende intensamente do uso de acaricidas
quimicos. Arsé€nico ja era utilizado para combater os parasitos desde o final do século XIX, mas
a partir do inicio do uso em massa dos organoclorados, em meados dos anos 40, foi possivel
observar uma busca constante por novos produtos. (George 2000). Com isso, varias bases
acaricidas surgiram no mercado, dentre elas os piretroides, as avermectinas € o0s
organofosforados, que vem sendo amplamente utilizados.

A aplicacdo inadequada de produtos acaricidas nos animais ¢ capaz de levar a selecao
de populacdes resistentes e a contaminagao da carne, do leite e do ambiente. Adicionalmente,
o alto custo dos acaricidas também ¢ um fator negativo em relagdo ao seu uso exclusivo para o
controle (Jongejan & Uilenberg 1994). Portanto, o ideal ¢ que o controle quimico seja integrado
com formas de controle estratégico alternativas como, por exemplo, o manejo das areas de
pastagem pela introdugdo de espécies resistentes ao parasito em areas de alta densidade de
carrapatos (De Castro 1997) e o sistema de integragao lavoura-pecudria. Esse ultimo ¢ altamente
desejavel, ja que a alternincia do uso da &rea entre as duas atividades seria capaz de interromper
o ciclo dos carrapatos presentes no local, de forma que ap6s um ciclo de lavoura, grande partem
dos carrapatos presentes no local iriam morrer pela falta de hospedeiros e a pastagem estaria
praticamente ’limpa’’, permitindo a reintroducdo de animais previamente tratados (Cancado et
al. 2012).

O controle biolégico também € uma alternativa, ja que trabalhos mostraram eficacia na
eliminagdo dos parasitos através do uso de fungos patogénicos, como Beauveria bassiana e
Metarhizium anisopliae, que chegaram a levar a mortalidade de 100% de ninfas de A.
cajennense (Lopes et al. 2007). Monteiro et al. (2014), por sua vez, reportaram a patogenicidade
de nematodeos do género Heterorhabditis sobre o Dermacentor nitens. Ainda seguindo a linha
da realizacdo de metodologias de controle alternativas, extratos vegetais menos nocivos aos
animais € ao ambiente vém sendo testados em alternativa aos acaricidas tradicionais (Benelli et
al. 2016).

A imunizacdo dos animais também ¢ uma medida que poderia ser integrada a outros
métodos, a fim de otimizar os resultados do controle. No entanto, até o momento, nenhuma

vacina contra 4. sculptum esta disponivel no mercado.
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1.3. Hematofagia e funcio de moléculas salivares e intestinais dos carrapatos

Os carrapatos ixodideos sao ectoparasitas hematofagos e permanecem no hospedeiro
durante longos periodos de tempo, podendo chegar a varias semanas (Sonenshine 1991). A
hematofagia ¢ uma das fases mais arriscadas para o carrapato, pois ¢ 0 momento em que, para
a obtengdo de sangue, eles precisam localizar a fonte alimentar e penetrar suas pegas bucais na
pele sem serem percebidos, ja que a percepcao do hospedeiro a picada poderia provocar uma
interrupcao precoce do repasto sanguineo ou levar a uma reagdo mecanica que poderia levar a
morte do parasito (Rossignol et al. 1985). Essa ameaga ¢ contornada por diferentes adaptagdes
que fazem com que o processo alimentar cause o minimo de distirbio no hospedeiro. Dentre
estas, destacam-se as adaptagdes das pecas bucais para a hematofagia, além da producao de um
coquetel de moléculas bioativas nas glandulas salivares e no intestino, que contrapdem as
reacdes imunes e hemostaticas desencadeadas no local da picada (Francischetti et al. 2009,
Kotal et al. 2015, Simo et al. 2017) e no sangue ingerido (Black & Kondratieff 2005). O sistema
complemento e a coagulacdo sdo dois exemplos de importantes mecanismos da resposta imune
e hemostatica, respectivamente, exercidos pelos hospedeiros vertebrados ante a espoliagdo

sanguinea e contrapostos por moléculas ativas produzidas pelos carrapatos.

1.4. Sistema complemento

O sistema do complemento ¢ um dos mecanismos de defesa do sistema imune inato de
vertebrados, o qual os carrapatos devem contrapor durante o processo alimentar. Se trata de um
sistema com moléculas ativadas em cascata e que conta com mais de 30 glicoproteinas
(Dunkelberger & Song 2010). Sua principal fungdo € reconhecer e opsonizar ou lisar elementos
estranhos como micro-organismos patogenos ou células alteradas e apoptoticas do proprio
hospedeiro (Sim & Laich 2000).

A ativagdo do sistema complemento pode ocorrer através de trés vias: a via cléssica, a
via das lectinas e a via alternativa (Sim & Dodds 1997). A cléssica ¢ ativada por anticorpos IgM
e IgG aderidos a superficie de agentes estranhos. A via das lectinas ¢ bastante semelhante a via
classica, uma vez que ambas compartilham componentes, porém, a primeira ¢ ativada quando
a proteina plasmatica lectina ligante a manose (MBL) reconhece residuos de oligossacarideos
neutros contendo manose, N- acetilglicosamina ou fucose presentes na parede celular de varios
tipos de microorganismos (Sim & Laich 2000, Chen & Wallis 2004). A via alternativa, por sua

vez, se inicia de forma espontanea no plasma e em outros fluidos organicos quando a molécula
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C3 ¢ hidrolisada de forma espontanea ou por C3 convertases formando C3b, que se deposita
em uma superficie de ativagdo e inicia a cascata (Sim & Dodds 1997). Apds iniciadas, varios
componentes intermediarios sao ativados em cascata e as trés vias convergem para a formagao
das chamadas C5 convertases, que sdo os primeiros componentes da via comum. Estas enzimas
dao continuidade a via comum, que culmina na constru¢do do Complexo de Ataque a
Membrana (MAC), levando a formac¢do de poros na membrana celular da célula alvo

(Dunkelberger & Song 2010) (Fig. 2).
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Figura 2: Representacao da ativagdo da via cléssica, via das lectinas e via alternativa do sistema

do complemento. Adaptado de Schroeder et al. (2009).

1.5. Inibidores do complemento

Moléculas capazes de desempenhar atividade anticomplemento j& foram identificadas e
caracterizadas em uma série de parasitos hematofagos. As suas caracteristicas podem ser bem
variaveis nos diferentes grupos, podendo atuar em diversos pontos da cascata (Schroeder et al.

2009). A principal funcio dos inibidores secretados na saliva ou no lumen intestinal é realizar
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a protecao das células do trato digestivo, que entrardo em contato direto com o sangue ingerido.
Este, por sua vez, carrega os componentes do complemento que, caso ativado no ambiente
intestinal, culminaria em morte celular e, consequentemente, lesao tecidual (Barros et al. 2009).

Viérios estudos ja comprovaram a importancia do sistema complemento e sua inibigdo
no processo alimentar de carrapatos. Wikel & Allen (1977) observaram a diminui¢do da
resisténcia a larvas de Dermacentor andersoni alimentadas em cobaias com baixos niveis de
atividade do sistema do complemento. Kemp et al. (1989), por sua vez, demonstraram a
presenca de danos no epitélio intestinal de carrapatos em contato com moléculas ativas do
sistema complemento. Por fim, Soares et al. (2005) silenciaram o gene relativo a uma proteina
da familia Isac em ninfas (I scapularis salivary anticomplement) e relataram um peso
significativamente menor apos o repasto sanguineo.

Diversos inibidores produzidos por carrapatos foram identificados e caracterizados.
Ixodes scapularis e Ixodes ricinus, vetores importantes de Borrelia burgdorferi no hemisfério
norte, produzem inibidores salivares pertencentes a familia Isac, atuantes sobre a via alternativa
(Valenzuela et al. 2000, Daix et al. 2007, Tyson et al. 2008). A Tick Salivary Lectin Pathway
Inhibitor (TSLPI) é um outro inibidor caracterizado na saliva de /. scapularis. No entanto, esse
pertence a familia das Basic Tail Proteins e atua sobre a via das lectinas (Schuijt et al. 2011a,
b). Rhipicephalus microplus, por sua vez, ja teve identificada uma proteina homoéloga a familia
RaCl (Rhipicephalus appendiculatus C5 Inhibitor) de inibidores da via comum (Jore et al.
2016). Adicionalmente, a saliva de R. microplus também se mostrou capaz de inibir tanto a via
classica, quanto a alternativa (Silva et al. 2016).

Franco et al. (2016) demonstraram que a saliva e o extrato de glandulas salivares (EGS)
de fémeas de A. sculptum também possuem atividade anticomplemento, inibindo a via cléssica.
No entanto, até o momento, nenhum inibidor foi identificado ou caracterizado para a espécie

em questdo.

1.6. Cascata da Coagulagio

A coagulacdo do sangue, da mesma forma que o sistema do complemento, ocorre em
cascata, quando serino proteases atuam na conversao dos fatores inativos, culminando na
ativacdo da trombina e formagao de um trombo de fibrina, com o objetivo de evitar a perda de
sangue (Furie 2009). Essa cascata pode ser ativada por duas diferentes vias: a intrinseca, ativada
a partir do contato do sangue com superficies hidrofilicas e a via extrinseca, iniciada pela

formagdo de um complexo (fVIIa/FT) entre o fator tecidual presente na superficie das células e
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o fator VIIa, que se encontra no sistema vascular. Na primeira, a proteina plasmatica
denominada fator XII ¢ auto-ativada e cliva a pre-calicreina, dando origem a calicreina. Essa,
por sua vez, ativa mais fXII, levando a ativacao subsequente de fXI, fIX, fX e protrombina. J&
a ativacdo da segunda ocorre a partir de uma lesdo tecidual, culminando na formagdo do
complexo fVIIa/FT, que por sua vez, induz a ativagdo do fX e protrombina (Versteeg et al.
2013). Ambas as vias convergem para a formagao de fXa, que converte protrombina (fator II)
em trombina (fator Ila), e culmina na conversao de fibrinogénio em fibrina, que da origem ao

coagulo (Adams & Bird 2009). (Fig. 3).

Via extrinseca

Via intrinseca

Fator tecidual (TF)
Xlla

I \X]a

Calicreina Protrombina

N\ IXa | Vila
\V/[[ - Vllla\xa

Va G—V

Trombina

— Formacao
Fibrinogénio p Fibrina ==p §

do coagulo

Figura 3: Esquema representativo da cascata de coagulagdo (Paim 2010).

1.7.  Anticoagulantes

Artropodes hematdfagos enfrentam os mecanismos de manutencdo da hemostasia
exercidos pelo hospedeiro durante o repasto sanguineo. A fluidez do sangue ¢ necessaria para
que os parasitos consigam obter o volume necessario durante o processo alimentar e também
durante a digestdo. Portanto ¢ importante que esses organismos produzam moléculas

anticoagulantes capazes de opor a cascata da coagulagdo sanguinea (Koh & Kini 2009).
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A importancia da inibi¢do da coagulacgdo realizada por carrapatos foi demonstrada em
trabalhos como o realizado por Kim et al. (2016), no qual observou-se diminui¢do de 50% na
ingestdo de sangue por fémeas silenciadas por RNA de interferéncia (RNA1) relativo a AAS19,
uma serpina salivar de Amblyomma americanum capaz de atuar sobre fXa, fXIa, flla, fIXa e
fXIla. Resultado semelhante foi observado por Gao et al. (2011) que, através do silenciamento
da rhipilina-1, um inibidor do tipo kunitz produzido por Rhipicephalus haemaphysaloides,
obteve diminuicao da taxa de fixacao dos carrapatos em 52,5% e diminuigao de 21,9% do ganho
de peso.

Proteinas com fung¢do anticoagulante foram amplamente descritas no contetido salivar e
intestinal de artropodes hematofagos de diversos grupos (Champagne 2004), dentre eles, os
carrapatos. Varios inibidores expressos por carrapatos foram caracterizados e atuam sobre a
trombina: amblina ¢ um inibidor presente na hemolinfa de Amblyomma hebraeum, enquanto
boophilina e ixophilina sdo inibidores intestinais de R. microplus de I. scapularis,
respectivamente e atuam sobre esse fator da cascata da coagulacdo, além de apresentar em suas
sequéncias, dominios do tipo Kunitz/BTPI (Lai et al. 2004, Macedo-Ribeiro et al. 2008,
Narasimhan et al. 2013). IxscS-1E1, uma serpina salivar expressa por I. scapularis, foi capaz
de inibir tripsina e trombina, além de atrasar o tempo de protrombina (Ibelli et al. 2014). Ja a
Salp14, também presente no conteudo salivar do mesmo carrapato, ¢ caracterizada como uma
Basic tail protein, atuando na inibicao da atividade do fXa (Das et al. 2001, Narasimhan et al.
2002, Ribeiro et al. 2006). Uma outra proteina salivar de 1. scapularis e homologa a salpl4 ¢ a
ixonnexin. No entanto, ela se mostrou capaz de aumentar a atividade catalitica do fXa, além de
atuar na fibrinolise, possivelmente através de um mecanismo em que mimetiza a fibrina e
interage com o fibrinogénio (Assumpgao et al. 2018). A saliva de 1. scapularis também € capaz
de inibir o complexo formado por fVIIa/TF, através da ixolaris, proteina que apresenta dez
cisteinas e dois dominios tipo Kunitz em sua estrutura (Francischetti et al. 2002).

Em A. sculptum, foram identificadas e caracterizadas a amblyomin-X, uma proteina
salivar do tipo Kunitz, também inibidora da atividade do complexo FVIla/TF e do FXa (Batista
et al. 2010) e a sculptina, inibidora salivar de trombina com regides homoélogas as hirudinas

(Igbal et al. 2017).

1.8.  Vacinas contra carrapatos

Estudos em busca de antigenos que possam ser utilizados em uma vacina contra os

carrapatos vém sendo realizados ha mais de quarenta anos (Roberts 1968). Uma série de
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antigenos ja foi testada, dentre eles, proteinas relacionadas a detoxificagdo de heme, proteinas
presentes e/ou transportadas para o ovo, proteinas envolvidas na expressdo génica, proteinas
salivares e intestinais (Willadsen 2004, Parizi et al. 2009, 2012, Guerrero et al. 2012, Merino et
al. 2013). Apesar de todos estes estudos, até o0 momento, s6 foram produzidas comercialmente
apenas trés vacinas (sob os nomes TickGARD, Gavac© e Ixovac®), sendo que todas tém como
base o antigeno oculto Bm86, uma glicoproteina intestinal de R. microplus (Willadsen et al.
1989, Canales et al. 1997). Os anticorpos do tipo IgG gerados pelo hospedeiro contra o antigeno
seriam ingeridos pelo carrapato junto ao sangue e, no limen intestinal, se ligariam as Bm86
presentes na membrana, ativando a via cléssica do sistema do complemento e culminando em
lesdo tecidual. Dessa forma, foi possivel observar a diminuicdo do numero de fémeas
ingurgitadas, do ganho de peso e da oviposi¢do, contribuindo assim, para o controle dos niveis
de parasitismo (Rodriguez-Valle et al. 1995, 2012). Apesar de ter sido inovadora, essa vacina
apresenta algumas desvantagens, como o fato do seu efeito ser tardio, uma vez que sua agao ¢
observada na reducdo da infestacdo larval em uma geragdo subsequente, o que faz com que a
vacina perca competitividade com os acaricidas, capazes de realizar um efeito knock-down,
mais eficaz a curto prazo (de la Fuente et al. 2007). Um segundo ponto importante ¢ a variacao
de eficiéncia em diferentes regides e paises. Estudos mostraram que esta eficiéncia pode variar
de 51 a 91% (revisado por Parizi et al. 2009), provavelmente devido ao polimorfismo
apresentado pelo Bm86 de carrapatos de cada regido (Garcia-Garcia et al. 2000).

Na tentativa de minimizar estes problemas, uma proteina com funcdo homologa a
Bm86, chamada de Bm95, foi identificada e apresentou resultados mais constantes entre
rebanhos (Garcia-Garcia et al. 2000). Outra estratégia foi o sequenciamento da Bm86 de 20
1solados de carrapatos que identificou a regido mais similar entre eles para produgdo de um
peptideo sintético (SBm7462®) que seria utilizado na formulagdo de uma vacina comercial
(Patarroyo et al. 2002, Peconick et al. 2008b). No entanto, até o momento, os antigenos vacinais
comercialmente disponiveis ainda ndo asseguram um grau de protecao necessario para suprimir
o uso de acaricidas (de la Fuente et al. 2007).

A maior parte dos trabalhos sobre a formulagao de vacinas anticarrapatos desenvolvidos
até o momento foi focada no R. microplus, o que € justificado pelo grande prejuizo econdmico
no setor agropecudrio causado por seu parasitismo. No entanto, também foram realizados
estudos que buscaram selecionar antigenos capazes de compor vacinas quimeéricas com
diferentes epitopos, que seriam eficientes contra mais de uma espécie de carrapato e poderiam

ser utilizadas por diferentes hospedeiros (De La Fuente & Contreras 2015).
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A partir do nimero crescente de trabalhos que desenvolveram genomas e transcriptomas
de diversas espécies de carrapatos, uma abordagem in silico para o desenvolvimento de vacinas
vem sendo cada vez mais utilizada. A estratégia, chamada de vacinologia reversa, consiste em
analisar as sequéncias identificadas em genomas e transcriptomas, selecionando, de acordo com
softwares de bioinformatica, aquelas com caracteristicas imunogénicas que, em seguida, serdo
testados em ensaios vacinais para avaliacdo de sua eficiéncia no controle dos parasitos

(Rodriguez-Valle & Guerrero 2018).

1.9. Estudos de sequéncias génicas em larga escala

Nos ultimos anos, o niimero de sequéncias génicas de seres vivos depositadas nos
bancos de dados vem aumentando de forma consideravel (Stephens et al. 2015). Sequéncias
pertencentes a artropodes vetores sdo depositadas como genomas, bibliotecas de DNA
complementar (cDNA) de tecidos / 6rgdos ou etiquetas de sequéncias expressas (EST) em
diferentes bancos, como o GenBank/Transcriptome Shotgun Assembly Sequence Database.

Estudos nos quais foram realizados transcriptomas do intestino de carrapatos, ou
mialomas, ja foram conduzidos para diferentes espécies, como o Dermacentor variabilis
(Anderson et al. 2008), 1. ricinus (Kotsyfakis et al. 2015b) e Haemaphysalis flava (Xu et al.
2016). Dentre os estudos, foram produzidos recentemente dois transcriptomas intestinais de 4.
sculptum. Moreira et al. (2017) identificaram 25.569 sequéncias codificantes (CDS)
relacionadas ao intestino de fémeas ingurgitadas (8-10 dias de repasto sanguineo), com
destaque para sequéncias codificadoras de proteinas imunomodulatdrias. Martins et al. (2017)
também publicaram um mialoma, no qual encontraram 9.560 CDSs. Nesse mesmo estudo foi
avaliada a modulagdo de genes em funcdo da infec¢do das fémeas com R. rickettsii. Neste
trabalho, os autores observaram uma regulacdo de 479 genes e destes, 416 tiveram sua
expressdao aumentada.

Até o momento, j& existe uma série de transcriptomas realizados a partir das glandulas
salivares (sialomas) de carrapatos, como I. scapularis (Ribeiro et al. 2000), 1. pacificus
(Francischetti et al. 2005), Hyalomma excavatum (Ribeiro et al. 2017), R. microplus (Santos et
al. 2004) e D. andersoni (Alarcon-Chaidez et al. 2007). A. sculptum, especificamente, também
teve transcriptomas das glandulas salivares realizados em trabalhos anteriores: Batista et al.
(2008) revelaram 1.754 ESTs através da anélise de uma biblioteca de cDNA gerada a partir de
glandulas salivares de fémeas alimentadas por cinco dias. Observou-se que 6,5% das sequéncias

foram relativas a proteinas envolvidas no processo alimentar, com destaque para proteases €
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inibidores de proteases. No trabalho realizado por Garcia et al. (2014), foram identificadas
4.604 CDSs e, dessas, 1.015 foram relativas a proteinas secretadas, com destaque para proteinas
com dominio kunitz. Moreira et al. (2017), por sua vez, identificaram 10.697 em um sialoma
de A. sculptum e dentre as mais expressas, estavam as sulfotransferases, kunitz, lipocalinas,
serpinas ¢ imunomoduladores. Por fim, no transcriptoma realizado por Esteves et al. (2017),
utilizando fémeas em jejum ou alimentadas por 72 horas, foram identificadas 9.560 CDSs.
Observaram também que o numero de leituras relativas a proteinas secretadas correspondeu a
36% no transcriptoma de fémeas alimentadas, enquanto ficou na faixa de apenas 11% para o
das fémeas em jejum.

Adicionalmente, existe uma sele¢do de sequéncias contendo informacgdes de 3.454
proteinas salivares (classificadas como provavelmente secretadas) extraidas de janelas abertas
de leitura (ORF) de varias espécies de ixodideos (como Amblyomma variegatum, A.
americanum, A. cajennense, R. appendiculatus, R. (B.) microplus, Ixodes pacificus, I
scapularis, I. ricinus,) e argasideos (como Ornithodorus parkeri, Ornithodorus moubata, Argas
monolakensis) (Francischetti et al. 2009).

Além dos transcriptomas, outra ferramenta utilizada em gendémica funcional bastante
popularizada nos ultimos estudos génicos em carrapatos ¢ o RNAI, utilizado para silenciamento
génico. Essa técnica se mostrou bastante util para avaliagdo funcional de genes, selecdo e
caracterizacao de antigenos contra carrapatos, contribuindo para o maior entendimento de seus
sistemas biologicos, além de gerar novas possibilidades no desenvolvimento de vacinas (Kocan
et al. 2011). de la Fuente et al. (2010) utilizaram essa técnica na selecdo de antigenos vacinais
contra A. americanum, enquanto uma abordagem semelhante foi utilizada para R. microplus
(Almazan et al. 2010).

O fato do niimero de sequéncias referentes a proteinas salivares e intestinais de
carrapatos depositadas nos diversos bancos de dados ter aumentado de maneira consideravel
nos ultimos anos representa uma grande vantagem, sobretudo nas linhas de pesquisa
relacionadas a estudos de caracterizagao de moléculas envolvidas no processo hematofagico.
Partindo do pressuposto de que inibidores de serino proteases estdo altamente envolvidos na
regulagdo da resposta imune e hemostasia contra o repasto sanguineo realizado por carrapatos
(Mulenga et al. 2001), a publicacdo de novas sequéncias também se traduz no aumento do
nimero de alvos disponiveis a serem utilizados em formulac¢des vacinais que visem realizar o

controle de carrapatos.
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2. JUSTIFICATIVA

A. sculptum é a espécie brasileira de carrapato de maior importincia na medicina
humana por ser o vetor da Febre Maculosa Brasileira. Na medicina veterindria, o carrapato
estrela ¢ responsavel por consideraveis prejuizos relacionados principalmente a espoliagado
sanguinea, que leva a queda na produgdo, predisposicao a diversas doencgas (incluindo outras
parasitoses) e gastos com mao de obra e medicamentos. Essa espécie de ixodideo apresenta um
perfil alimentar generalista (podendo parasitar diferentes mamiferos e o homem), o que
aumenta sua importancia como parasito de humanos ¢ animais.

Apesar da existéncia de varios métodos de controle para carrapatos, o uso de acaricidas
ainda continua sendo a pratica mais usual. Entretanto, essa possui desvantagens, como o
desenvolvimento de resisténcia por parte dos carrapatos ¢ a contaminag¢ao dos produtos de
origem animal. Além disso, programas de controle estratégico contra o carrapato estrela
recomendam um alto niimero de aplicagdes de carrapaticidas ao longo do ano (até 16
intervengdes/ano), pratica extremamente laboriosa e dificil de ser utilizada em animais de
manejo precario. Desta forma, a busca por novos métodos torna-se um desafio e uma
necessidade para minimizar o uso de acaricidas. A identificagdo, produgdo e caracterizacao de
moléculas com potencial vacinal poderiam auxiliar na elucidacdo de aspectos que possam afetar
a hematofagia do carrapato, gerando informacdes importantes relacionadas a forma de combate
desses artropodes, além de permitir a produgdo de vacinas contra 4. sculptum. A utilizagao de
vacinas ainda poderia reduzir a mao de obra envolvida, uma vez que um niimero menor de
intervengdes seriam necessarias (normalmente trés doses iniciais com refor¢o semestral ou
anual), viabilizando sua aplicagdo em animais de dificil manejo como, por exemplo, os
silvestres. Dessa forma, o desenvolvimento de uma estratégia de controle do parasito mais
eficaz seria de grande importdncia na diminui¢do de suas populacdes no ambiente e,

consequentemente, da transmissdo da R. rickettsii.
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3. OBJETIVOS

3.1.  Objetivo geral

Identificar proteinas salivares e intestinais importantes para o desenvolvimento do A.

sculptum e avaliar sua eficacia como antigenos a serem utilizados em formulagdes vacinais.

3.2.  Objetivos especificos

° Selecionar, através de analises in silico, moléculas salivares anti-hemostaticas e

imunossupressoras importantes para o processo alimentar do 4. sculptum.
o Caracterizar funcionalmente os alvos salivares selecionados.

o Selecionar moléculas intestinais antigénicas através de andlises in silico de

trascriptomas de intestino de A. sculptum.

o Avaliar a eficacia dos alvos selecionados como antigenos vacinais contra o 4. sculptum.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1.  Aspectos éticos

Todos os procedimentos envolvendo imunizacdo de camundongos e coleta de material
biolégico foram aprovados pela Comissio de Etica no Uso de Animais da UFMG

(CEUA/UFMGQG), sob o protocolo de numero 103/2017 (Anexo I).

4.2. Manutencio da colonia de A. sculptum em laboratério

Para a manuten¢ao da colonia de 4. sculptum, os carrapatos foram mantidos em estufa
BOD em condigdes de temperatura e umidade controladas (28 + 2°C e 80 + 5% de umidade).
A manutengdo do ciclo ocorreu através da alimentacdo das larvas, ninfas e adultos em
camundongos da linhagem Swiss, de acordo com a metodologia de Bouchard & Wikel (2005),
em que os carrapatos sao colocados em camaras de alimentacdo fixadas com cola atoxica na
regido dorsal dos hospedeiros, onde completam o repasto sanguineo. Larvas e ninfas foram
alimentados nas cdmaras em grupos de aproximadamente, 50 e 20 espécimes, respectivamente,
por camundongo. Um casal de adultos, por sua vez, foi colocado em cada cadmara de
alimentagdo. As fémeas ingurgitadas foram, em seguida, colocadas em placas de cultura com
6 pogos, onde realizaram a oviposi¢do e os ovos produzidos, armazenados em potes fechados

com voal capaz de impedir a saida das larvas apos a eclosao.

4.3. Selecao de moléculas salivares anti-hemostaticas e imunossupressoras importantes

para o processo alimentar do A. sculptum

As buscas pelos alvos salivares foram feitas utilizando as informacdes de moléculas de
A. sculptum disponiveis nos bancos de dados (NCBI) e no transcriptoma de glandulas salivares
de fémeas parcialmente alimentadas (nao publicado) que foi realizado através de nossa parceria
com os Drs. Jesus Valenzuela e Fabiano Oliveira do NIH (EUA). A selecao das moléculas
salivares presentes na saliva de A. sculptum foi realizada com base em dominios e
caracteristicas de suas sequéncias de aminoacidos que fossem indicativas de atividade anti-
hemostatica ou imunossupressora. A busca por dominios nas sequéncias salivares foi realizada

através dos servicos de busca nos bancos de dados Conserved Domain Database (CDD)
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(Marchler-Bauer et al. 2005) e Pfam (Finn et al. 2014). Os alinhamentos com proteinas
caracterizadas funcionalmente foram realizados a partir da ferramenta Clustal Omega (Sievers
& Higgins 2018) e a busca por epitopos lineares para células B contidos nas sequéncias
peptidicas foi realizada pela ferramenta ABCpred (Saha & Raghava 2006), com o threshold de
0.85, afim de se aumentar a especificidade na predicdo de epitopos. Foram utilizadas as
ferramentas NetNGlyc 1.0 Server (Gupta et al. 2004) e NetOGlyc 4.0 Server (Steentoft et al.
2013) para a identificacdo de possiveis sitios de N-glicosilagdo e O-glicosilagdo que possam
estar presentes nas proteinas nativas. Adicionalmente, os niveis de expressdao dos alvos na
glandula salivar de A. sculptum, estimados através do numero de leituras (RPKM) no
transcriptoma, foram outro fator considerado para a selecdo. Por fim, todos os alvos teriam que
ser obrigatoriamente secretados e foram analisados para a verificagdo presenca de peptideo sinal

por meio do programa SignalP 4.0 (Petersen et al. 2011).

4.4. Extracao de RNA e sintese de cDNA

Fémeas A. sculptum, a partir de um periodo de 20-40 dias ap6s a muda e, em jejum ou
retiradas do hospedeiro apds 1, 3, 5 ou 8 dias de alimentacdo, tiveram suas glandulas salivares
dissecadas em solugdo salina 0,9% com o auxilio de micro pingas. As glandulas foram
transferidas individualmente para microtubos de 1,5 mL contendo 50 uL de Trizol® Reagent
(Life Technologies®), onde foi realizada a homogeneiza¢do mecéanica com auxilio de pistilo e
os demais procedimentos para extracdo de RNA de acordo com as instru¢des do fabricante. O
RNA extraido foi quantificado em espectrofotometro NanoDrop™ Lite (Thermo Scientific™)
e a producdo de cDNA feita a partir da reagdo com a enzima M-MLV Reverse Transcriptase
(Promega®). O mesmo procedimento foi realizado com larvas e ninfas, a partir de um periodo
de 20-40 dias apos eclosdao dos ovos (larvas) ou muda (ninfas), em jejum ou retiradas do
hospedeiro ap0s trés dias de alimentacdo. A extragdo do RNA foi realizada de todo o corpo das
larvas (cinco por tubo) e ninfas (duas por tubo).

Para o cDNA feito a partir do intestino, a extracdo de RNA foi feita de um poo!/ de trés
intestinos de fémeas parcialmente alimentadas (aproximadamente 5 dias), dissecados em

situacdo semelhante a das glandulas e colocados em 300 uL de Trizol®.
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4.5. Anailise da expressiao génica relativa dos alvos salivares por PCR em tempo real

(qPCR)

Com o objetivo de avaliar a expressao génica dos alvos salivares selecionados, em
diferentes etapas do processo alimentar, foi realizada a quantificagdo dos niveis de mRNA
codificantes de cada alvo através da qPCR.

As reagoes de qPCR foram preparadas em triplicata utilizando o Power SYBR Green
PCR Master Mix Kit (4Applied Biosystems), 1 uL do produto da sintese dos cDNA’s relativos
as glandulas salivares, larvas ou ninfas, 200 nM de cada iniciador desenhado no presente estudo
(Tab. 1) e agua Milli-Q, em um volume final de 25 pL. Foram utilizados controles negativos
para cada par de iniciadores, com agua em substituicdo ao cDNA, para detectar possiveis
dimeros formados pelos iniciadores ou contaminagdes, € controles com RNA em substituigdo
do cDNA, para detectar possiveis amplificagdes de DNA gendmico. Os ciclos de amplificagdo
foram: 95°C por 10 min, 40 ciclos de 95°C por 15 seg e 60°C por 1 min. As reacdes foram
processadas no equipamento termociclador StepOne Plus (Applied Biosystems). A
quantificagdo relativa de transcritos-alvo para cada amostra foi determinada a partir do método
2-8ACt (Livak & Schmittgen 2001), utilizando o gene de referéncia “fator de alongamento 1a”

(ELF1A) (Moura-Martiniano et al. 2017), para a normaliza¢do dos resultados obtidos.

Tabela 1: Iniciadores utilizados nas amplificagdes por qPCR para avaliacdo da expressao génica

de AsKunitz, As8.9kDa e AsBasicTail.

Alvo Iniciador direto Iniciador reverso Produto (pb)
AsKunitz 5 AGACGCCAACCTGCTTTCTA 5" ATTGTCCCTCCTTCGCTTTT 105
As8.9kDa 5’ TCTGTACCCTCGTCGCTTTT 5 AGCGTGTTACGCTCGAAGAT 118
AsBasicTail 5’ TTTTGGGCGAAGGATAACAC 5’ TTTGGCTTCTTCGTGCTTTT 125
ELF,A 5’ CGTGCCCACAAAATCCTTAT 5 GGAAGTCTCAAAAGCCGGTA 153

4.6. Producao das proteinas recombinantes dos alvos salivares

Os alvos salivares selecionados a partir dos bancos de dados e transcriptomas foram
produzidos de forma recombinante. Para isso, iniciadores relativos a cada sequéncia foram
desenhados através do software Primer3 (Rozen & Skaletsky 1999) e utilizados em reagdes de
PCR para produgao dos insertos (relativos as sequencias codificadoras das proteinas maduras)
a serem clonados. Os iniciadores diretos receberam o sitio de restricdo Xkol (CTCGAG) e os

reversos o sitio Nhel (GCTAGC) (Tab. 2).
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Tabela 2: Iniciadores utilizados nas amplificagdes por PCR para producao dos insertos.

Alvo Iniciadores diretos Iniciadores reversos Produto (pb)
AsKunitz 5’ CTCGAGTATAAACGGCCCAAATTTTGCT 5" GCTAGCTCATGGGGCGTTGAGAATA 234
As8.9kDa 5’ CTCGAGGTCCAGGAACATGGCCACTC 5’ GCTAGCGTTGGTGCCATCGCAGACT 264
AsBasicTail 5’ CTCGAGTATGATATTGTCCGTGGTTGC 5’ GCTAGCTTCGCCCAGGATTTTACCAT 459

Inicialmente, os insertos foram produzidos através da reagdo em cadeia da polimerase
(PCR) com os seguintes ciclos: 1x - separagao de fitas a 94°C / 5 min; 30x - separagao de fitas
a 94°C/ 40 seg, anelamento 60°C / 40 seg, extensdo 72°C / 40 seg; 1x - extensdo 72°C / 7 seg.
O c¢DNA produzido a partir de glandulas salivares de fémeas parcialmente alimentadas foi
utilizado como molde. Os produtos das reacdes de PCR foram submetidos a eletroforese em gel
de Agarose 1,5% (Sigma-aldrich®) e os produtos relativos a cada um dos alvos selecionados
foram purificados do gel pelo kit Wizard® DNA Clean-Up System (Promega®) e clonados
separadamente no vetor pGEM-T-Easy (Promega®) de acordo com as recomendagdes do
fabricante. Os vetores foram inseridos em células competentes E. coli da linhagem DHS5a
através de choque térmico (mantidas em gelo por 15 min, transferidas para banho-maria a 42°C
por 45 seg e, recolocadas no gelo por 2 min). Em seguida, as bactérias foram distribuidas em
placas de Petri com meio LB e ampicilina (100 pg/mL) e incubadas overnight a 37°C. As
coldnias contendo as construgdes plasmidiais corretas (visualizagdo das bandas relativas aos
insertos ap6s PCR) foram selecionadas por PCR utilizando os iniciadores da Tabela 2,
cultivadas em 10 mL de meio LB liquido e tiveram os plasmideos purificados utilizando o kit
The Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega®). Em seguida, foi
realizada a digestao do vetor nos sitios de restricdo Nhel e Xhol, a partir do uso das enzimas de
restricdo correspondentes, de acordo com as especificagdes do fabricante (Promega®). A
Separacdo dos vetores digeridos e insertos foi feita através de eletroforese em gel de agarose
1,5%. As bandas correspondentes aos insertos foram retiradas e tiveram o DNA purificado pelo
kit Wizard® DNA Clean-Up System (Promega®). Foi realizada, entdo, a clonagem dos insertos
obtidos em vetor de expressao pET28a(+) 6xHis-TEV através de enzima T4 DNA Ligase
(Promega®). Os insertos clonados no vetor de expressdo foram avaliados por meio de
sequenciamento, realizado pela empresa Myleus Biotecnologia, para verificacao da efetividade
do protocolo de clonagem. A transformacao, por sua vez, foi realizada em bactérias E. coli
DH5a, por choque térmico. Apds a amplificagdo plasmidial nas bactérias, foi feita nova
purificacdo dos plasmideos e transformacao, dessa vez na bactéria E. coli BL21. Posteriormente
as bactérias foram distribuidas sobre placas de petri com meio LB, agar e kanamicina (50

png/mL) e incubadas overnight a 37 °C. A expressao dos recombinantes foi feita através das
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coldnias obtidas nas placas. O crescimento das bactérias foi feito a 37°C sob agitacdo, até que
atingissem a absorbancia de 0,4-0,6 na ODeoo, quando foi feita a inducdo da expressdo por
adicao de IPTG (Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside) (0,4 mM) e crescimento a 37°C sob
agitacdo overnight. O processo de purificacao foi realizado a partir do método desnaturante
recomendado para o kit ProBond™ Purification System (/nvitrogen®) em coluna com
afinidade para cauda de histidina. As aliquotas eluidas foram analisadas por meio de SDS-
PAGE 12,5% corado com nitrato de prata, para a confirmacao da presenca dos recombinantes
e, aquelas que possuiram as bandas referentes aos alvos, misturadas. As fragdes contendo cada
um dos recombinantes foram dialisadas em membranas de didlise (Sigma-aldrich®) num
volume 200x maior de tampao fosfato pH 7,4 a 4°C. Para a renatura¢do das proteinas
produzidas, ditiotreitol (DTT) na concentragdo final de 10 mM foi adicionado aos tubos
contendo cada recombinante e o processo de didlise repetido novamente overnight a 4°C. As
diferentes proteinas recombinantes foram dosadas por método de Bradford (1976), aliquotadas

e estocadas a -20°C.

4.7. Caracteriza¢ao funcional dos alvos salivares selecionados

4.7.1. Avaliacio da inibicao do sistema do complemento humano

Nos ensaios realizados in vitro para avaliagao da inibi¢do da via classica do sistema do
complemento, foram utilizadas heméacias do sangue de um carneiro mantido na Escola de
Veterinaria da UFMG. O sangue foi retirado da veia jugular do animal em um tubo que continha
volume igual de solucdo conservadora anticoagulante (4cido citrico 0,05%, citrato de sodio
0,8%, glicose 2,05%, NaCl 0,42%), aliquotado e armazenado a 4°C. As heméacias foram tratadas
da seguinte forma antes de serem utilizadas no ensaio: o sangue/solucdo conservadora foi
centrifugado a 2.000 g por 5 min a 4°C e o sobrenadante descartado; as células foram
ressuspendidas em solucio GHB-EDTA (HEPES 5 mM, NaCl 145 mM, 35 EDTA 10 mM e
gelatina 0,1%, pH 7,4) e centrifugadas novamente por trés vezes; apds as lavagens, as células
foram ressuspendidas em solu¢do GHB-EDTA e opsonizadas com anticorpos IgG anti-hemacia
de carneiro produzidos em coelhos (Sigma-aldrich®) na diluigdao 1:1.000 por 30 min a 37°C
sob baixa agitacio; lavadas novamente uma vez com solucio GHB-EDTA e duas com GHB?*
(HEPES 5 mM, NaCl 145 mM, CaCl» 0,15 mM, MgCl 0,5 mM e gelatina 0,1%, pH 7,4); a

concentracio das hemécias foi ajustada para 2x10® células/mL em solugdo GHB?". Foi utilizado
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um pool de soro humano obtido do sangue de voluntarios saudéaveis do laboratoério, que foi
aliquotado e congelado a -80°C até a data do ensaio.

Para cada ensaio, foram adicionados trés controles (Hemolise total, Positivo e Negativo)
e as amostras contendo as proteinas recombinantes em diferentes concentragcdes. Amostras
tratadas com proteinase K (0,5 png) foram incubadas por 3 horas a 42°C e fervidas por 30 min e
foram usadas como controle negativo da atividade das proteinas. Em tubos de 1,5 mL foram
adicionados: 25 pL de tampao fosfato (PBS) contendo recombinante (ou puro para os
controles), 25 pL de soro humano na dilui¢do 1:30 em GHB?" (ou tampdo puro para controle
negativo) e 25 pL de hemadcias de carneiro na concentragao ajustada. Os tubos foram incubados
por 30 min a 37°C para a ativagdo do complemento e, em seguida, foi adicionado 250 pL de
tampao fosfato em cada tubo (4gua destilada para hemolise total). A centrifugacdo dos tubos
foi realizada a 1700 g por 1 min e foi aspirado o volume de 200 pL do sobrenadante de cada,
sendo transferidos para placa de 96 pogos, na qual foi feita a leitura no comprimento de onda
de 414 nm em leitor de ELISA (VersaMax™). Os testes foram realizados em duplicata e com,
ao menos, trés repeticdes. A hemolise mediada pelo complemento foi estimada a partir do valor
da absorbancia de cada amostra (decrescida do valor do controle negativo) em relagdo ao
controle positivo, que foi considerado como 100%.

Nos ensaios realizados para avaliacdo da inibicdo da via alternativa do sistema do
complemento, foram utilizadas hemacias provenientes da coleta por puncao da veia auricular
de coelhos mantidos no biotério do Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG. As células foram
lavadas com solucdo Mg-EGTA (HEPES 1 mM, NaCl 30 mM, EGTA 10 mM, MgCl, 7 mM,
glicose 3%, gelatina 0,02%, pH 7,4) e centrifugadas a 480 g por 5 min a 4°C, seguida de descarte
do sobrenadante por trés vezes e, por fim, foi feita a ressuspensao das células em 1 mL de Mg-
EGTA. Antes dos experimentos, a concentragio das células foi ajustada para 1x10® células/mL.

A diluicdo do soro humano utilizado nos ensaios foi de 1:20 em Mg-EGTA.

4.7.2. Bloqueio da atividade anticomplemento pelos anticorpos contra as recombinantes

salivares

Foram realizados ensaios hemoliticos com a rAsKunitz, rAs8.9kDa e rAsBasicTail na
presenca do soro inativado a 56°C/30 min de camundongos imunizados com cada uma delas.
Os ensaios foram realizados da mesma forma anteriormente descrita no item 4.7.1, com a
diferenca de que as recombinantes utilizadas no ensaio foram previamente incubadas com pools

de soros, em diferentes concentracdes, de animais previamente imunizados (ver 4.12.1) com
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cada um dos antigenos. Foi realizado um controle contendo apenas o soro dos camundongos
diluido em PBS sem a proteina recombinante para verificar se ele ndo seria capaz de influenciar

na hemolise das hemacias.

4.7.3. Avaliacao da a¢ao sobre a cascata da coagulacdo sanguinea

Foram realizados ensaios para apurar alteragdes no tempo de recalcificagdo do plasma
humano citratado na presenga das proteinas recombinantes. O controle positivo foi feito com o
1 pg do extrato de glandulas salivares de fémeas de 4. sculptum e o controle negativo, sem
amostra. O plasma humano, por sua vez, foi obtido a partir da centrifugacao a 3000 g por 15
min de um poo!/ de sangue com anticoagulante (citrato de sédio 129 mM) coletado de
voluntarios saudaveis do laboratdrio. As proteinas recombinantes e o extrato de glandulas
salivares foram diluidos para um volume final de 30 pL de tampao fosfato e misturados a 30
puL de plasma humano citratado. Em seguida, o contetido foi depositado, em duplicatas, em
placa de 96 pocos e incubado a 37°C por 5 min. Foi adicionado entdo, 30 pL de CaCl; 25 mM
pré-aquecido a 37°C para disparar a cascata de coagulagdo. Imediatamente apos a adi¢do do
CaCl,, foram iniciadas as leituras sequenciais da absorbancia no comprimento de onda de 655
nm em leitor de ELISA a fim de se estimar o tempo decorrido até a variacdo de turbidez gerada
no momento da coagulacdo do plasma. A analise do resultado foi feita através do valor de
unidades de atividade anticoagulante, sendo que 1 unidade significa que o tempo para a

coagulacdo com determinada amostra foi dobrado em relacao ao controle sem anticoagulantes.

4.7.4. Avaliacdo da inibicdo da atividade enzimatica das serino proteases Fator Xa,

Trombina e Tripsina.

A capacidade de inibi¢do da atividade enzimatica de fator Xa, Trombina e Tripsina foi
avaliada para as trés proteinas salivares recombinantes. Diferentes concentragdes de cada um
dos recombinantes e a enzima (5x10”° U FXa, 2,5x10° U Trombina e 9 U Tripsina) (Sigma-
aldrich®), diluidos em soluc¢ao tampao 20 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 0,1% BSA, pH 7.4,
foram misturados e incubados a 37°C por 15 min em tubos de 500 pL. Em seguida, o conteudo
dos tubos foi colocado em placa de 96 pogos e acrescido do substrato: CH30CO-D-CHA-Gly-
Arg-pNA-AcOH para FXa, Ny-Benzoil-L-arginina 4-nitroanilida hidroclorido para Tripsina e
N-(p-Tosil)-Gly-Pro-Arg p-nitroanilida acetato de sodio para Trombina (Sigma-aldrich®) na
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concentragdo final de 4 mM para um volume total de 100 pL. Imediatamente apds a adi¢ao do
substrato, foram iniciadas as leituras sequenciais da absorbancia no comprimento de onda de
405 nm em leitor de ELISA, por 30 min, a fim de captar a variacdo de cor causada pela
degradacao do substrato. A velocidade maxima (Vmax) para cada enzima foi determinada pelo

controle, em que ndo houve a presenca de proteinas recombinantes.

4.8. Selecio de moléculas instestinais antigénicas através de analises in silico de

transcriptomas de A. sculptum

Para identificacdo de novos alvos vacinais intestinais, foi realizada uma abordagem in
silico das informagdes de moléculas de A. sculptum disponiveis nos bancos de dados (NCBI) e
no transcriptoma intestinal de fémeas de 4. sculptum parcialmente alimentadas (ndo publicado)
que foi realizado através de nossa parceria com os Drs. Jesus Valenzuela e Fabiano Oliveira do
NIH (EUA). Foi formulado um ranking contendo proteinas antigénicas que fossem
preferencialmente expressas na superficie do epitélio intestinal de 4. sculptum através do uso
dos programas BepiPred (Larsen et al., 2006) e também uma ferramenta desenvolvida pelos
professores Ricardo Toshio Fujiwara e Daniella Castanheira Bartholomeu do ICB-UFMG que
integra varias plataformas para predicdo de epitopos de células B associado a diferentes
caracteristicas. Dessa forma, foi possivel identificar diversos epitopos lineares preditos para
células B contidos nas proteinas selecionadas. Essa selecdo também levou em consideragdo a
existéncia de peptideo sinal, ancora GPI e regido transmembrana, que foram avaliadas através
dos programas SignalP 4.0, GPI-SOM (Fankhauser & Miser 2005) e TMHMM Server v. 2.0
(Sonnhammer et al. 1998), respectivamente, uma vez que estas caracteristicas indicariam que
as proteinas escolhidas fossem ancoradas ou inseridas na membrana da superficie do epitélio
intestinal. Utilizamos as ferramentas NetNGlyc 1.0 Server (Gupta et al. 2004) e NetOGlyc 4.0
Server (Steentoft et al. 2013) para a identificagdo de possiveis sitios de N-glicosilacdo e O-

glicosilagdo nas proteinas nativas.

4.9. Producao dos alvos intestinais recombinantes

Os alvos intestinais selecionados a partir dos bancos de dados e transcriptomas foram

produzidos de forma recombinante. Para cada alvo, foi selecionado um par de iniciadores que
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abrangesse uma regido antigénica da molécula e esses foram desenhados durante o presente
estudo através do software Primer3. Os iniciadores diretos receberam o sitio de restricdo Xhol

(CTCGAQG) e os reversos, o sitio Nhel (GCTAGC) (Tab. 3).

Tabela 3: Iniciadores utilizados nas amplificagdes por PCR para produciao dos recombinantes

intestinais.

Alvo Iniciador direto Iniciador reverso Produto (pb)
AsMucin 5 CTCGAGACAACCACCACTGCACCAC 5 GCTAGCGATACCTCCCAGGAAGCTCA 276
AsAPP 5 CTCGAGCAAGGCAAGGACACTTCCAG 5 GCTAGCCTGTGGCAGCAGCTCGAT 648
AsLAMP 5’ CTCGAGCACGAACCAACTGTGACCAG 5’ GCTAGCCTCTGCGCCAGTGATGAAG 618

O processo de clonagem dos insertos, transformacdo e expressdo foi realizado de maneira

semelhante a dos alvos salivares.

4.10. Producao de uma proteina recombinante quimérica contendo epitopos de

proteinas intestinais

Uma proteina quimérica recombinante foi desenhada a partir de epitopos lineares das
sequéncias codificadoras selecionadas nos transcriptoma intestinal de A. sculptum. Para isso,
22 epitopos de proteinas intestinais identificados na analise de epitopos para céula B descrita
no item 4.8 foram selecionados. O tamanho escolhido para cada epitopo foi de 16 aminoacidos
e eles foram montados em sequéncia, separados por sequéncias de Glicina-Serina-Glicina-
Serina-Glicina. A sequéncia de nucleotideos foi entdo otimizada para expressao em bactérias,
produzida sinteticamente e clonada no vetor pET-28a(+)-TEV pela empresa pela empresa
FastBio (representante nacional da empresa GenScript). A transformagdo, expressao e

purificacdo foi realizada de forma semelhante as outras recombinantes.

4.11. Western blotting para avaliacio das proteinas recombinantes produzidas

O western blotting foi realizado para confirmar as bandas referentes as proteinas
recombinantes purificadas e submetidas ao SDS-PAGE. A proteinas recombinantes separadas

por SDS-PAGE foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose por 2 horas em 100 V.
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Em seguida a transferéncia, a membrana foi bloqueada com solucdo bloqueadora
(PBS/Tween20 0,1% + leite em p6 desnatado 10%) sob agitagdo. Em seguida, foi lavada por
trés vezes por 5 min com PBS/Tween 0,1% e depois incubada sob agitagdo com o anticorpo
anti-cauda de histidina (his TAG) produzido em camundongo (Sigma-aldrich®) na diluicao de
1:2000 em PBS/BSA 1% por 1 hr e 30 min. Foram realizadas mais trés lavagens e, em seguida,
a membrana foi incubada com anticorpos de coelhos anti-IgG de camundongos conjugados com
peroxidase (Sigma-aldrich®) diluidos a 1:4000 em PBS/Tween 0,1% por mais 1 hr e 30 min.
Por fim, as membranas foram lavadas novamente por 3 vezes e a revelacdo da membrana foi

feita através do kit Peroxidase Substrate DAB (Vector Laboratories®).

4.12. Avaliacio do potencial vacinal dos antigenos selecionados

4.12.1. Imunizac¢io dos hospedeiros

As proteinas recombinantes obtidas dos alvos salivares e intestinais selecionados foram
testadas a fim de se avaliar sua capacidade de proteger camundongos da linhagem Swiss do
parasitismo causado por fémeas e ninfas de A. sculptum. Foram realizados trés eventos de
imunizacdo com intervalos de 14 dias em camundongos com idade entre 4 ¢ 8 semanas. O
desafio, por sua vez, foi realizado 14 dias apos a tultima imuniza¢do. Nos eventos de
imuniza¢do, cada camundongo foi injetado no dorso, de forma subcutanea, com 0,1 mg de
hidréxido de aluminio e 5 ng de proteina recombinante ou extrato de proteinas intestinais em
um volume final de 100 puL de tampao fosfato estéril. A excecdo foi o grupo controle, injetado
apenas com o hidroxido de aluminio diluido no tampao fosfato estéril. Os camundongos foram

mantidos em biotério (ciclo claro-escuro de 12:12 h) com alimentagao e agua ad libitum.

4.12.2. Deteccio de anticorpos antigeno-especificos no soro dos hospedeiros imunizados

Amostras individuais de sangue foram colhidas por puncao da veia lateral caudal dos
camundongos antes e apds os eventos de imunizagdo. As amostras foram centrifugadas a 4.000
g por 10 min para a obtencao do soro. Os niveis de IgG antigeno-especificos para cada um dos

alvos vacinais foram determinados individualmente no soro dos hospedeiros, de acordo com a
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realizagcdo de um ELISA indireto. Foram utilizados 0,5 pg/pogo de cada antigeno recombinante
purificado em placas de ELISA de 96 pogos Nunc MaxiSorp™ (Thermo Fisher Scientific).
Apos incubagdo overnight, as placas foram lavadas, bloqueadas com solucao de bloqueio,
incubadas com os soros dos camundongos na dilui¢ao 1:160 e, apds novas lavagens, incubadas
com anticorpos anti-IgG de camundongos conjugados com peroxidase (Sigma-aldrich®) na
dilui¢do 1:5.000. A revelacao foi feita com a adi¢do do tampao fosfato-citrato 100 mM pH 5.0
contendo H>O» e O-Fenilenodiamina. A reacao foi parada com a adi¢ao de H>SO4 12,5% ¢ a

absorbancia medida a 495 nm em leitor de ELISA.

4.12.3. Infestacao dos hospedeiros e avaliacdo da eficacia vacinal

Os carrapatos adultos e as ninfas foram alimentados em camundongos da linhagem
Swiss a partir da metodologia descrita por Bouchard & Wikel (2005). Eles foram acomodados
em camaras de alimentagdo feitas com tubos de polipropileno para centrifuga com capacidade
de 1,5 mL cortados a 1,5 cm do topo e fixados ao dorso dos camundongos. As tampas foram
perfuradas com uma agulha fina para permitir a circulagdo de ar dentro da cAmara. As camaras
foram examinadas diariamente para verificar e documentar os individuos que haviam terminado
o processo alimentar e se soltado da pele do hospedeiro. Os carrapatos que ndo se fixaram em
até 24 horas ap6s serem colocados na camara de alimentagao foram retirados e descartados. Os
individuos foram utilizados nos ensaios durante um intervalo de tempo que variou entre 20 e
40 dias ap6s a muda do estagio anterior. Para a avaliacdo dos parametros alimentares e
reprodutivos de fémeas de A. sculptum alimentados em hospedeiros imunizados, foi feita a
infestagdo com um casal de carrapatos adultos por camundongo (n= 20 n = 14 para alvos
salivares e quimera e n = 8 para alvos intestinais). Nos ensaios realizados com ninfas, cada
camundongo foi infestado com 10 individuos (n = 5 para controle, n = 4 para AsKunitz,
As8.9kDa e AsBasicTail e n = 3 para quimera).

Os seguintes parametros relacionados a alimentacdo de carrapatos em camundongos
imunizados foram analisados: tempo de alimentagao, peso final ap6s alimentagao e mortalidade
(ocorrida durante o processo alimentar ou entdo antes da oviposi¢ao, para as fémeas ou da
muda, para as ninfas). Foram avaliados parametros reprodutivos das fémeas, como a massa total
de ovos produzida por fémea e taxa de eclosao dos ovos, que foi calculada pela razdo do numero
de larvas emergidas em relacdo ao numero de ovos produzidos por cada fémea (larvas e ovos
foram pesados e a massa foi convertida em nimero de individuos). A eficacia da imunizagdo

em cada um dos grupos foi avaliada através da seguinte formula: Eficacia (%E)=
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100x[1-(CRTxCROxCRF)], em que CRT, CRO e CREF significam coeficiente de reducao de
fémeas ingurgitadas, coeficiente de reducdao de oviposicdo e coeficiente de reducdo de

fertilidade dos ovos, respectivamente (Canales et al. 1997).

4.13. Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados através do software GraphPad Prism 5.0 e
representados pela média + erro padrdo ou média + desvio padrdo. A normalidade dos dados
foi avaliada pelo teste Kolmogorov-Smirnov. Para dados com distribuicdo normal, foi feita a
comparagdo entre dois grupos pelo Teste T, enquanto utilizamos o Teste de Mann-Whitney para
grupos com distribui¢do ndo paramétrica. No caso de comparagdo entre mais de dois grupos,
foi feito o ANOVA e o pos-teste de Dunnett ou ANOVA-Dois fatores e pos teste de Bonferroni.
Para dados que ndo apresentaram distribui¢do normal, foi utilizado o teste Kruskal-Wallis e o

pos-teste de Dunn. O nivel de significancia considerado foi p < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1.  Selecdo de moléculas salivares anti-hemostaticas e imunossupressoras importantes

para o processo alimentar do A. sculptum e producio de seus recombinantes

A selegdo dos alvos salivares feita com base em seus altos niveis de expressao, presenca
de dominios ou estruturas indicativas de atividade anti-hemostatica ou imunossupressora e
epitopos preditos para células B permitiram a escolha trés sequéncias que codificam proteinas
salivares secretadas. A primeira (GenBank: GBBK01000794.1) ¢ traduzida em uma proteina
cujo precursor possui 98 aminoacidos e a proteina madura (apds processamento € remog¢ao do
peptideo sinal) passa a ser constituida por 77 aminoacidos (Fig. 4A). Seu peso molecular foi
estimado em 8,7 kDa (10,9 kDa com o peptideo sinal) e o pI = 8,2. A analise de sua sequéncia
de aminoacidos pela ferramenta ABCpred revelou a predicao de trés epitopos para células B
(Fig. 4B). A sua andlise estrutural revelou uma regido compativel com um dominio do tipo
Kunitz_Bovine Pancreatic Trypsin Inhibitor (Kunitz_ BPTI) entre os residuos 6-60 (Fig. 4C),
cuja familia possui representantes caracterizados como inibidores de serino proteases. Portanto,

foi nomeada como AsKunitz.
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A
AsKunitz

MKTPTCFLCALLCLMVVLVQGYKRPKFCYAKAKEGQCGHERPSIERWYFDARYGYCGPFLWG
GCGGNNNNFPNCTLCMTVCSDHSDPEGACRNILNAP
*Amarelo = peptideo sinal.

B
Rank Sequence Start position Score
1 TVCSDHSDPEGACRNI 38 0.96
2 CGPFLWGGCGGNNNNF 35 0.92
3 ERPSIERWYFDARYGY 19 0.88

C
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Figura 4: Caracteristicas da estrutura primdria da proteina AsKunitz. Sequéncia de aminoacidos
e presenca de peptideo sinal (A), epitopos antigénicos preditos para células B (B) e a presenca

de um dominio do tipo Kunitz BPTI (C).

A segunda sequéncia apresenta 327 pares de base (GBBK01000746.1) e codifica uma
proteina madura com 89 aminoécidos (108 na proteina com peptideo sinal), peso estimado de
9,8 kDa (11,9 kDa com peptideo sinal) e pI = 5,45. (Fig. 5A). Foram identificados quatro
epitopos lineares preditos para células B (Fig. 5B) e um dominio do tipo fator de von Willebrand
(VWF) tipo C (Fig. 5C). Além disso, a proteina apresentou oito residuos de cisteina
conservados, que sdo caracteristicos de proteinas da familia 8.9 kDa, o que foi comprovado
pelo alinhamento com outras proteinas salivares de Ixodideos (Fig. 5D). Consequentemente,

esse alvo foi nomeado As8.9Kda.
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A
As8.9Kda

MRAFTASFCTLVAFATVICDVQEHGHSYLTENVTVENGACIFERNTLPDGETEAT HDPCVIATCY
AARBREVNATLCENFGVDPGCRVQWIFDGVYPQCCPEQVCDGTN
* Amarelo = peptideo sinal.

B

Rank |Sequence | Start position Score

1 IRREVNATLCRNFGVDP |49 ||0.94

2 CRVQWTPDGVYPQCCP 66 0.93
3 |IPCVIATCYAARREVNA |39 ||0.88
14 | TVENGACIFERNTLPD |15 ||0.86
C
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Figura 5: Caracteristicas da estrutura primdria da proteina As8.9kDa. Sequéncia de aminoacidos
e presenca de peptideo sinal (A), epitopos antigénicos preditos para cé¢lulas B (B), presenga do
dominio von Willebrand tipo ¢ (C) e alinhamento com proteinas da familia 8.9 kDa com

destaque para os residuos de cisteina conservados (D).
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O tltimo alvo selecionado codifica uma proteina secretada de 149 aminoacidos (166
com peptideo sinal) (GenBank: GBBK01000509.1), 16,8 kDa (18,6 kDa com peptideo sinal) e
pl=9,6 (Fig. 6A). Ao longo de sua sequéncia peptidica foram encontrados 13 epitopos lineares
preditos para células B (Fig. 6B). Além disso, também ha varios residuos de lisina na regiao
carboxi-terminal, a presenca do bloco YY e trés pontes dissulfeto, caracteristicas de proteinas
da familia exclusiva de carrapatos, conhecida como Basic Tail. O alinhamento com a proteina
Salp14 de I. scapularis (GenBank: AAK97824.1), representante dessa familia e caracterizada
como inibidora do fator Xa da coagulacdo, evidenciou trechos de similaridade, sobretudo na
regido carboxi-terminal, onde estdo concentrados os residuos de lisina (Fig. 6C). Dessa forma,

o alvo selecionado de A. sculptum foi nomeado AsBasicTail.



A

AsBasicTail
MVLLLFLSIFLLNEVHGDYDIVRGCPPKDAQGSVVEDCNYYCNHTHEGYYVNG
TRCKITHIPGVTEGVCIDLLGMEGCHPPNDTFARRFMKFWVKDNTTPTTGTQET
KPTTVATTTTTQSSTTTKSKSTKKPKKTKKTKRPKTKRPKTSKKNKTKTSTKPT
TEFSW

B

[Rank  |[sequence |[start position |[score
|1 |[TGTQETKPTTVATTTT |85 |e.ss
|2 |[RekTTHIPGVTEGVCT |38 |e.s1
E |[vKONTTPTTGTQETKP |77 |o.s0
B |[CNHTHEGYYVNGTRCK |25 |e.89
E |[TEGVCIDLLGHEGCHP |48 |e.87
B |[TTVATTTTTQSSTTTK |EE |e.86
B |[TKRPKTKRPKTSKKNK |[121 |e.86
B |[sTTTRSKSTKKPKKTK |10 |o.86
|7 |[cPPrDAQGSVVEDCNY IE |o.83
E |[GSVWEDCHYYCNHTHE |15 |o.82
E |[TsKkNKTKTSTKPTTE |[131 le.s1
l1e  |[eMEccHPPNDTFARRF |57 le.7s
11 |[PNDTFARRFMKFWVKD | l|e.72
C

CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

AsBasicTail =~ ------ MVLLLFLSTFLLNEVHGDYDTVRGCPPKDAQGSWEDCNYWENHTHEG- - ---Y 49
Salp14 HGLTGTMLVLVSLAFFGSAAA _(:iTRP——i.‘.\SEQDREGEL-JP-\I{\ETKSNDQF‘F 55
AsBasicTail YUNGTRCKITHIPGVTEGVCIDLLGMEGCHPPNDTFARRFMKFWVKDNTTPTTGTQETKP 109
Salpl4 I?GTEEEF&FYNSG-——DHGTCQFI\]————GECHLTNTT!‘_-:. ————————————————— GEPP-\EIDD 91
AsBasicTail TTVATTTTTQSSTTTKSKSTKKPKKTKKTKRPKTKRPKTSKKNKTKTSTKPTTEFSW 166
Salpl4 YIP{': “““““ TEKPKQEKEEIEEIEKEERESKKDQEETL “““““““ 125
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Figura 6: Caracteristicas da estrutura primaria da proteina AsBasicTail. Sequéncia de

aminoacidos e presenga de peptideo sinal (A), epitopos antigénicos preditos para células B (B)

e alinhamento com a proteina Salp14 de 1. scapularis (GenBank: AAK97824.1) (C). *regides

selecionadas em C sdo tipicas da familia Basic Tail.
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Amplificagdes por PCR que tiveram como moldes, cDNAs produzidos a partir de RNA
extraido das glandulas salivares de fémeas de A. sculptum alimentadas por 5 dias, e iniciadores
produzidos para cada alvo, foram realizadas como o primeiro passo para a produgdo das
proteinas recombinantes. A andlise da PCR por meio de eletroforese em gel de agarose 1,5%
evidenciou a presenca de produtos posicionados entre 200 e 300 pb para As8.9kDa e AsKunitz
e 400 e 500 pb para AsBasicTail, tamanhos compativeis aos produtos esperados (Fig. 7). Esses
produtos de PCR foram posteriormente clonados em vetor pET-28a(+)-TEV e transformados
em bactérias E. coli da linhagem BL21.

- 1 2 3 4 5 6

1500

Figura 7: Produtos da amplificagdo por PCR das sequéncias dos transcritos salivares
visualizados em gel de agarose. 1-As8.9kDa; 2- As8.9kDa sem cDNA; 3-AsBasicTail; 4-
AsBasicTail sem cDNA; 5-AsKunitz; 6-AsKunitz sem cDNA.

As caracteristicas das proteinas recombinantes expressas pelas construgdes montadas em pET-
28a(+)-TEV estdo representadas na tabela 4. Os pesos moleculares estimados variaram de 10,9
a 18.9 kDa. A diferenga entre as caracteristicas das proteinas nativas e recombinantes se deve
a presenca das caudas de histidina (utilizada na purificacdo por colunas de niquel), alguns
aminodacidos extras presentes no vetor ou necessarios para a clonagem e da auséncia da regido
correspondente ao peptideo sinal, nas recombinantes (Fig. 8). Os sequenciamentos do inserto
relativo a proteina 8.9kDa revelou uma sequéncia idéntica a daquela catalogada no GenBank
(GBBKO01000746.1). Para AsKunitz e AsBasicTail, por sua vez, foram reveladas diferencas
pequenas diferencas em relacdo a CDS catalogadas no GenBank, o que pode ter sido ocasionado
por erros no transcriptoma ou mutacdes génicas. A sequéncia de aminoacidos da AsKunitz
difere em apenas um residuo de aminoacido em relagdo a que estd catalogada
(GBBKO01000794.1). A sequéncia identificada por GBBK01000509.1 (Basic tail), por sua vez,
difere ligeiramente da obtida pelo nosso sequenciamento, sobretudo na por¢do final,

provavelmente devido a um erro no transcriptoma, em que houve exclusdo de uma base,
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alterando a janela de leitura ¢ mudando a sua sequéncia de aminoacidos na regido carboxi-

terminal (Anexo II).

Tabela 4: Peso molecular e ponto isoelétrico das proteinas salivares maduras (sem peptideo

sinal) e suas recombinantes produzidas em E. coli BL21.

AsKunitz rAsKunitz As8.9kDa rAs8.9kDa AsBasicTail rAsBasicTail

PM (kDa) 8,7 10,9 9,8 13 16,8 18,9
pl 8,2 7,64 5,45 6,44 9,6 9,68

PM= Peso molécula; pI= ponto isoelétrico.

As proteinas recombinantes foram nomeadas colocando “r” em frente ao nome dado a nativa.

rAsKunitz
MGHEHHHHENINNE' A SYKRPKFCYAKAKEGQCGHERPSIERWYFDARYGYCGPFLWGG
CGGNNNNFPNCTLCMTVCSDHSDPEGACRNILNAP

rAs8.9kDa

MGHEHHEHENINNE | A SVQEHGHSYL TRNVTVENGACIFERNTLPDGETKALHDPCVIATC
YAARREVNATLCRNFGVDPGCRVQWTPDGVYPQCCPRQVCDGTNL EHEHEHH
rAsBasicTail

MG NN A 3 YDIVRGCPPKDAQGS VVEDCNY YCNHTHEGY YVNGTRCKITHI
PGVTEGVCIDLLGMEGCHPPNDTFARRFMKFWVKDNTTPTTGTQETKPTTVATTTTTQSSTTTKS
KSTKKPKKTKKTKRPKTKRPKTSKKNKTKTSTKPTTEFSW

Figura 8: Sequéncia de aminoécidos das proteinas salivares recombinantes produzidas em E.
coli BL21. As regides destacadas sdo: Vermelho = Caudas de polihistidina utilizadas para a
purificagdo por cromatografia de afinidade — Ni-NTA; Azul = Sitio-TEV para purificagao
utilizando a enzima TEV; Verde = Sequéncia relativa a proteina nativa contida na proteina
recombinante; Amarelo = Sitios de restri¢ao usados durante a clonagem. *Os produtos clonados
relativos a AsKunitz e AsBasicTail possuiam o codon de parada. Portanto, suas recombinantes

sdo truncadas antes da adi¢do da cauda de histidina na regido carboxi-terminal.

Ao avaliar as proteinas recombinantes em SDS-PAGE foi possivel observar que a banda
relativa a aliquota purificada da rAsKunitz ficou acima de 15 kDa, pouco acima do peso
esperado (Fig. 9A). Ocorreu o mesmo com a rAs8.9Kda, que também ficou ligeiramente acima
da faixa esperada (Fig. 9B). A banda correspondente a rAsBasicTail, a recombinante de maior

tamanho, ficou posicionada proximo a banda de 25,9 kDa do padrao, acima do peso esperado,
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assim como as anteriores (Fig. 9C). O western blotting realizado com os anticorpos anti-his
revelaram que as bandas visualizadas no SDS-PAGE corresponderam, de fato, as proteinas
recombinantes purificadas, j& que as marcagdes foram compativeis nas membranas de

nitrocelulose.

A B C

SDS-PAGE Anti-HIS SDS-PAGE Anti-HIS SDS-PAGE Anti-HIS

X
"

kDa
181.8-
1155-

822-

64.2-
48.8-
37.1-

25.9-
19.4-

14.8-
6.0-

Figura 9: Visualizagao das proteinas recombinantes em SDS-PAGE de aliquotas purificadas de
rAsKunitz (A), rAs8.9kDa (B) e rAsBasicTail (C) e western blotting com anticorpo anti-HIS.

Coloragao por nitrato de prata.

5.2. Avaliacdo dos niveis de expressio da AsKunitz, As8.9kDa e AsBasicTail em

diferentes momentos da hematofagia de fémeas, larvas e ninfas

A expressao dos genes da AsKunitz, As8.9kDa e AsBasicTail na glandula salivar de A.
sculptum durante o processo alimentar foi avaliada utilizando a técnica de PCR em tempo real.
Dessa forma, foi possivel quantificar e comparar os niveis de expressao nas glandulas de fémeas
em jejum ou alimentadas por 1, 3, 5 e 8 dias. A analise da AsKunitz em fémeas mostrou que os
seus niveis de expressdo foram altamente variaveis ao longo da alimentagdo. Foi possivel
observar um aumento significativo (p<0,001) em relacdo ao grupo jejum, ja a partir das
primeiras 24 horas de fixa¢do no hospedeiro, quando ocorreu um expressivo aumento médio de
mais de 18 milhdes de vezes em relacdo ao jejum (Fig. 10A), indicando uma modulacao da
expressao logo no inicio do processo alimentar. Ja nos tempos 3, 5 e 8 dias de repasto sanguineo,
foi visivel uma queda gradativa dos niveis médios de expressdao, mas que ainda se mantiveram

relativamente elevados em relagdo ao das fémeas em jejum.
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A As8.9kDa e AsBasicTail também apresentaram um perfil de aumento da expressao
na glandula salivar modulado pelo repasto sanguineo, mas no caso desses genes, 0s maiores
valores de mRNA foram observados numa fase mais tardia do processo alimentar. No quinto
dia de fixag¢ao no hospedeiro, foram observados os picos de expressao: 364 vezes mais elevada
em relacdo aquela detectada no jejum (p<0,001) para a As8.9kDa (Fig. 10B) e 471 (p<0,01)
para AsBasicTail (Fig. 10C). Os niveis de expressdo voltaram a diminuir no oitavo dia, porém

ainda se mantiveram elevados em relagao aqueles do jejum.

AsKunitz As8.9kDa AsBasicTail
25407 4 600- e
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Figura 10: Niveis relativos de mRNA’s (expressdo relativa) codificantes das proteinas
AsKunitz (A), As8.9kda (B) e AsBasicTail (C) na glandula salivar de fémeas de A. sculptum
durante o processo alimentar. ANOVA-Dunnett ***p<0,001 e **p<0,01. Dados representados

por média + DP.

A expressao dos trés genes também foi avaliada no corpo das larvas e ninfas de A.
sculptum. Para as larvas (Fig. 11A), observamos um aumento médio do nivel de transcritos em
todos os grupos que foram alimentados, sobretudo na andlise da As8.9kDa, em que houve um
crescimento significativo (p<0,01) da expressdo de aproximadamente 15 vezes em relacdo
aquele observado nos grupos de larvas em jejum. Para as ninfas (Fig. 11B), por sua vez, o gene
no qual se observou a maior regulacdo na expressao foi o AsKunitz, ja que o aumento médio
do numero de transcritos no grupo dos carrapatos alimentados foi na ordem de
aproximadamente 750 vezes. Portanto, pode-se afirmar que os génes avaliados sdo expressos

nos trés estagios evolutivos e sao modulados de acordo com o processo alimentar.
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Figura 11: Niveis relativos de mRNA’s (expressdo relativa) codificantes das proteinas
AsKunitz, As8.9kDa e AsBasicTail no corpo das larvas (A) e ninfas (B) de 4. sculptum em
jejum ou apos trés dias repasto sanguineo. Teste t *p<0,05 e **p<0,01. Dados representados

por média + DP.

5.3.  Caracterizacao funcional da rAsKunitz, rAs8.9kDa e rAsBasicTail

5.3.1. Avaliacio da ac¢io sobre o sistema do complemento humano

As trés proteinas recombinantes foram testadas a fim de se avaliar sua capacidade de
inibir a hemolise mediada pela ativagdo da via classica do sistema do complemento. Todas
apresentaram atividade anticomplemento em comparacdo ao grupo controle sem inibidor
(P<0,05), porém com niveis de eficiéncia diferentes. A rAsKunitz foi capaz de inibir a via
classica do complemento de forma dose dependente, sendo que na concentragdo final de 2 uM,
o valor de inibicao chegou a cerca de 85% (Fig. 12A) sendo, desta forma, a mais eficiente. A
rAs8.9kDa também foi capaz de causar inibicdo de maneira dose dependente, sendo que na
concentracdo de 4 uM, a inibi¢ao chegou a 94% (Fig. 12B). A rAsBasicTail, por sua vez, foi a
menos eficiente em opor a via cldssica dentre as trés, ja que foi necessaria uma concentragao

de 4 uM para uma inibi¢do significativa (p<0,001), contra 0,5 uM das anteriores. Com a
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recombinante do tipo Basic tail foi possivel inibir até 91% da hemolise, porém numa

concentragdo consideravelmente maior, de 8 uM (Fig. 12C).
A B C

rAsKunitz rAs8.9kDa rAsBasicTail
100~

Inibicao (%)
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i

Figura 12: Inibi¢do da via classica do sistema complemento por rAsKunitz(A), rAs8.9kDa (B)
e rAsBasicTail (C). ANOVA - Dunnett *p<0,05 e *** p<0,001. Dados representados por média
+ DP.

As proteinas recombinantes também apresentaram inibi¢ao da via alternativa do sistema
do complemento humano. A rAsKunitz e a rAs8.9kDa, as mais eficientes na inibi¢ao da via
classica, foram menos efetivas que a rAsBasicTail na via alternativa. A rAsKunitz, na mesma
concentragdo (2 pM) do ensaio anterior, inibiu a hemolise em apenas 38% (Fig. 13A), indicando
eficiéncia consideravelmente menor em contrapor essa via. Ja a segunda, também mostrou
menor taxa de inibi¢do, pois com 4 pM, inibiu apenas 57% de hemolise (Fig. 13B), contra 94%
na via classica. A rAsBasicTail, ao contrario do observado nos ensaios anteriores, foi a mais
eficiente, ja que inibiu a hemolise em quase 89% com apenas 2 uM (Fig. 13C), mostrando uma
eficacia por volta de seis vezes maior na via alternativa em relagdo a via classica. A inibigao
gerada pelas trés recombinantes também foi dose dependente. Isso indica que elas devem ser
capazes de atuar na inibi¢do de fatores da ativacdo pela via classica, alternativa e/ou fatores da

via comum do sistema do complemento.



54

A rAsKunitz B rAs8.9kDa C rAsBasicTail
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Figura 13: Inibi¢ao da via alternativa do sistema complemento por rAsKunitz (A), rAs8.9kDa
(B) e rAsBasicTail (C). ANOVA - Dunnett. *p<0,05 e ***p<0,001. Dados representados por
média + DP.

5.3.2. Bloqueio da atividade anticomplemento

As proteinas recombinantes salivares em contato com soros inativados de camundongos
imunizados com cada uma delas foram submetidas aos ensaios hemoliticos. As trés proteinas
tiveram sua atividade inibitéria do sistema do complemento significativamente (p<0,05)
reduzidas quando em contato com os soros relativos a elas. rAsKunitz (Fig 14A) e rAs8.9kDa
(Fig 14B) apresentaram niveis de inibi¢do da via classica significativamente menores na
presenca dos soros diluidos até 200x e 100x, respectivamente. Ja a rAsBasicTail, por sua vez,
apresentou uma inibi¢ao significativamente menor (p<0,05) da via alternativa quando em
contato com o soro diluido at¢ 10X (Fig 14C). Esses resultados indicam que as proteinas
recombinantes perdem a capacidade inibitéria de fatores da cascata do complemento quando

interagem com os anticorpos, presentes nos soros, correspondentes a cada uma delas.
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rAsKunitz rAs8.9kDa rAsBasicTail

Inibigao (%)
Inibigao (%)
Inibicao (%)

Figura 14: Bloqueio da atividade anticomplemento por anticorpos especificos contra rAsKunitz
(A), rAs8.9kDa (B) e rAsBasicTail (C). ANOVA — Dunnett. *p<0,05 e *** p<0,001. Dados

representados por média + DP.

5.3.3. Avaliacio da acio sobre a cascata da coagulacio sanguinea

A fim de se avaliar a capacidade inibidora da coagulagdo pelas recombinantes das
proteinas salivares, foi realizado um ensaio que avalia o tempo de recalcificagdo do plasma
humano citratado. Através desse ensaio foi possivel observar que as trés proteinas foram
capazes de retardar a coagulacdo do plasma. A eficiéncia de cada uma delas na inibicdo da
cascata de coagulacdo foi comparada em ensaios em que foram utilizadas na concentracao de
0,25 pM. Os resultados obtidos demonstraram que a rAsBasicTail foi a mais eficaz,
apresentando, em média, 1,76 unidades de atividade anticoagulante. O valor observado foi
significativamente maior (p<0,01) que aqueles referentes a rAskunitz e rAs8.9kDa,
apresentaram 1,0 e 0,79 unidades de atividade anticoagulante, respectivamente, enquanto as
duas tultimas ndo apresentaram diferenca significativa (p>0,05), entre elas, na inibicao da
coagulacdo (Fig. 15). Adicionalmente foi observado que, a partir da concentragdao de 0,5 pM
de qualquer uma das trés proteinas no ensaio, ndo houve a coagulacdo do plasma durante todo

o periodo de avaliacdo (20 min).
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Figura 15: Inibi¢do da cascata da coagulagao por rAsKunitz, rAs8.9kDa e rAsBasicTail. Dados
representados por média £ DP. ANOVA — Dunnett. **p<0,01. As recombinantes foram testadas
através da avaliacao do aumento do de tempo de recalcificacdo do plasma humano citratado.
Uma unidade de atividade coagulante equivale a quantidade necessaria de inibidor para dobrar

o tempo normal de coagulacdo do plasma.

5.3.4. Avaliacido da acio sobre diferentes serino proteases que participam de sistemas

biologicos

Para verificar a presenca de atividade inibitoria pelas proteinas recombinantes salivares,
foram realizados ensaios enzimaticos com fator Xa (FXa), Trombina e Tripsina. Dessa forma,
foi possivel comparé-las e, também, inferir sobre o papel biologico de cada uma.

O fator Xa foi mais inibido por rAsBasicTail que pelas outras recombinantes. A proteina
em questdo apresentou ICso de apenas 0,89 uM, além de inibir o fator significativamente
(p<0,05) na concentracdo de 0,5 uM. Mesmo na concentragdo mais alta utilizada, de 4 pM,
rAs8.9kDa nao foi capaz de reduzir a velocidade maxima (Vmax) da reagdo em 50%, apesar
dos valores de Vmax relativos as concentragcdes de 0,5, 1, 2 e 4 uM terem sido
significativamente menores (p<0,05) que o controle sem inibidor. A rAsKunitz, por sua vez,
nao foi capaz de inibir significativamente (p>0,05), em nenhuma das concentracdes testadas, a

atividade enzimatica de FXa (Fig. 16).
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Figura 16: Inibic¢ao da atividade proteolitica de Fator Xa pelas proteinas rAsKunitz, rAs8.9kDa
e rAsBasicTail. Dados representados por média £ EP. ANOVA - Dunnett *p<0.05, ** p<0,01
e *** p<0,001.

rAsKunitz, em comparacdo com as outras duas proteinas recombinantes, foi a mais
eficiente contra a atividade enzimatica da trombina, sendo capaz de inibi-la significativamente
(p<0.001) com apenas 0,5 uM, valor inferior & concentragdo necessaria pelas outras proteinas.
Além disso, apresentou o menor valor de ICso dentre as trés, reduzindo a velocidade maxima da
reacdo em 50% em uma concentracdo de apenas 0,65 puM, enquanto foram necessarias
concentragdes de rAs8.9kDa e rAsBasicTail consideravelmente mais altas, 2,23 e 2,34 uM,
respectivamente (Fig. 17).
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Figura 17: Inibigao da atividade proteolitica de Fator II (trombina) pelas proteinas rAsKunitz,
rAs8.9kDa e rAsBasicTail. Dados representados por média = EP. ANOVA - Dunnett *p<0.05
e *** p<0,001.

Tal qual anteriormente observado nos ensaios enzimaticos com o FXa, a rAsKunitz ndao
foi capaz de inibir a atividade da tripsina de forma significativa em nenhuma das concentragdes
testadas. rAs8.9kDa, por sua vez, a partir da concentragdo de 1 uM, diminuiu significativamente
(p<0.05) a Vmax da reacdo, enquanto foi capaz de reduzi-la em 50% na concentragdo de 2,96
uM. A mais eficiente foi a rAsBasicTail, que diminuiu a Vmax significativamente (p<0.001)
na concentragdo de apenas 0,5 uM. Além disso, seu valor de ICso estimado foi de 1,61 uM, bem
mais baixo que o da anterior, evidenciando sua maior eficcia na inibi¢do da serino protease

em questao (Fig. 18).
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Figura 18: Inibicao da atividade proteolitica de Tripsina pelas proteinas rAsKunitz, rAs8.9kDa
e rAsBasicTail. Dados representados por média £ EP. ANOVA - Dunnett *p<0.05 e ***
p<0,001.

5.4. Selecao de moléculas intestinais imunogénicas de A. sculptum

5.4.1. Selecao de alvos vacinais através da identificacio in silico de moléculas intestinais

As sequéncias codificadoras identificadas no transcriptoma de intestino de A. sculptum
foram ranqueadas por seu nivel de antigenicidade e, analisadas para verificar a presenca de
peptideo sinal e se estavam ancoradas a membrana intestinal ou se eram proteinas
transmembrana. Dessa forma, selecionamos trés sequéncias codificadoras para clonagem e
producdo de proteinas recombinantes. A primeira sequéncia possui 456 pares de base (pb) e
codifica uma proteina de 13,5 kDa (Fig. 19A) (16,5 kDa com o peptideo sinal), pl = 6,7 e regido
transmembrana prevista entre os residuos de aminoacidos 98-120, sendo a maior parte da
proteina exposta no limen intestinal (Fig. 19B). As andlises realizadas através do NetNGlyc
1.0 Server e NetOGlyc 4.0 Server revelaram a possivel presenca de dois sitios de N-glicosilagao
e 30 sitios de O-glicosilagdo. J4 a busca feita através da ferramenta ABCpred revelou a presenga
de cinco epitopos preditos para células B na regido presente no lumen intestinal (Fig. 19C),
enquanto a andlise feita no Pfam revelou similaridade entre uma regido (residuos 38-132) de
sua sequéncia ¢ o dominio Multi-glycosylated core protein 24 (MGC-24), sialomucin,
indicando que a sequéncia em questdo pertence ao grupo das mucinas expressas na membrana

intestinal (Fig. 19D). Portanto, o alvo foi chamado de AsMucin.
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Figura 19: Caracteristicas da estrutura primaria da proteina AsMucin. Sequéncia de
aminoacidos, presenc¢a de peptideo sinal e localizagdo de aminoacidos em relagcdo a membrana
celular do epitélio intestinal (A), a identificacdo de regides transmembrana (B), epitopos
antigénicos preditos para células B (C) e o dominio do tipo Multi-glycosylated core protein 24

(MGC-24) (D).
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A segunda sequéncia esta catalogada no GenBank (NCBI) sob numero de acesso
GEEX01004013.1, possui 1.854 pb e também codifica uma proteina transmembrana com 65,6
kDa (68,5 kDa com o peptideo sinal) e pI=6,2 (Fig. 20A). A analise de sua sequéncia de
aminoacidos indicou a presenga de regido transmembrana proéximo a sua extremidade carboxi-
terminal, entre os residuos 516-538 (Fig. 20B). As andlises realizadas através do NetNGlyc 1.0
Server e NetOGlyc 4.0 Server revelaram a possivel presenga de trés sitios de N-glicosilagdo e
49 sitios de O-glicosilagdo. Adicionalmente, quinze epitopos preditos para célula B com
threshold a partir de 0.85 foram encontrados através da analise da sequéncia no ABCpred (Fig.
20C) e, quando analisada na ferramenta Pfam, foi encontrada similaridade com o dominio £2
domain of amyloid precursor protein na regiao compreendida entre os residuos 230-411 (Fig.

20D). Dessa forma, o segundo alvo selecionado foi identificado como AsAPP.
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Figura 20: Caracteristicas da estrutura primaria da proteina AsAPP. Sequéncia de aminodacidos,
presenca de peptideo sinal e localizagdo de aminodcidos em relacdo a membrana celular do
epitélio intestinal (A), a identificacdo de regides transmembrana (B), epitopos antigénicos

preditos para células B (C) e a presenca de dominios conhecidos (D).
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A ultima sequéncia selecionada possui 909 pb, sendo traduzida em uma proteina madura
de 30,4 kDa (32,3 kDa com o peptideo sinal) e pl = 5,4 (Fig. 21A). A presenga de regido
transmembrana entre os residuos 249-271 foi evidenciada pela analise de sua sequéncia de
aminoacidos (Fig. 21B), enquanto as analises realizadas através do NetNGlyc 1.0 Server e
NetOGlyc 4.0 Server revelaram a possivel presenca de sete sitios de N-glicosilacdo e 28 sitios
de O-glicosilagao. Essa também apresentou epitopos preditos para células B na regido externa,
sendo revelados 10 deles na analise pelo ABCpred (Fig. 21C). A proteina teve 99% de
identidade com a sequéncia GEEX01001368.1 armazenada no GenBank (NCBI). Ela parece
ser bastante conservada, ja que apresentou identidade acima de 80% com sequéncias de outras
espécies do género Amblyomma como o A. aureulatum (GFACO01000181.1), A. americanum
(GBZX01000245) e A. triste (GBBMO01000233.1). Sua andlise através do Pfam apontou a
presenca do dominio Lysosome-associated membrane protein (LAMP) na regido compreendida
pelos residuos 71-225 (Fig. 21D), o que indica se tratar de uma glicoproteina de membrana,

sendo entdo identificada por ASLAMP.
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Figura 21: Caracteristicas da estrutura primaria da proteina AsLAMP. Sequéncia de
aminoacidos, presenc¢a de peptideo sinal e localizagdo de aminoacidos em relacdo a membrana
celular do epitélio intestinal (A), a identificacdo de regides transmembrana (B), epitopos
antigénicos preditos para células B (C) e a presenca de dominio do tipo Lysosome-associated

membrane protein (LAMP) (D).
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5.4.2. Montagem de um alvo vacinal através da identificacdo in silico de epitopos de

moléculas intestinais

No intuito de produzir um peptideo altamente antigénico que pudesse ser usado como
alvo vacinal, todas as sequéncias de um transcriptoma de intestino de A. sculptum montado pelo
LFIH em conjunto com o NIH foram submetidas a identificagdo de epitopos para célula B
utilizando uma ferramenta desenvolvida pela Prof.* Daniella Bartholomeu do ICB/UFMG. Os
epitopos identificados foram ranqueados e a sequéncia codificadora que continha cada epitopo
foi identificada. Cada uma das sequéncias foi avaliada utilizando diferentes ferramentas quanto
a presenga de peptideo sinal e localizagdo na membrana do epitélio intestinal, isto €, se
possuiam peptideo sinal e se eram transmembrana ou ancoradas na membrana do epitélio
intestinal. Em seguida, todos os epitopos selecionados foram avaliados quanto a localizagdo e
apenas aqueles presentes na regido externa da membrana foram mantidos na selegdo. A partir
dessa analise, foi possivel identificar 22 epitopos preditos para células B provenientes de sete
proteinas de membrana do epitélio intestinal de A4. sculptum (Tab. 5). Dos 22 epitopos
selecionados, dois estdo contidos na AsMucin, quatro na AsAPP, dois na AsSLAMP e os outros
14 de outras quatro proteinas expressas no intestino. Das quatro, trés possuem sequéncias de
nucleotideos publicadas no GenBank: Duas delas, proteinas possivelmente ancoradas a
membrana (GBBK01001784.1 e GEEX01010907.1) por GPI e a outra (GEEX01003209.1) por
uma regido transmembrana. A ultima, identificada como “Transmembrana” (sequéncia no
Anexo III) ndo obteve correspondéncia com nenhuma proteina de A. sculptum catalogada no

GenBank.
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Tabela 5: Epitopos selecionados a partir das proteinas de membrana de A sculptum.

Epitopo Sequéncia Score
1 GKEQQSPSRPRPACTA GBBK01001784.1 0,92
2 AFGSSTPRTFDLDLAT GBBKO01001784.1 0,92
3 KRLIWEADHERKEAML GBBKO01001784.1 0,91
4 EERRRRIEEMRHRDQE GBBKO01001784.1 0,90
5 QGGSGPPQHPVVLVTP GEEX01003209.1 0,92
6 PQAAQGPVVHPVWANT GEEX01003209.1 0,92
7 SSQPQEPTYETPHTSP GEEX01003209.1 0,91
8 PSSWPSQPHPDNPAVS GEEX01003209.1 0,90
9 TVTTPSPTVPVTNATT AsMucin 0,93
10 TVAPTTAVPPTALPPP AsMucin 0,91
11 TTTLTLPPGPAKSVNP Transmembrana 0,94
12 DADQRQPPEMMVTNTT Transmembrana 0,92
13 SEDDYDDDYSDEDDDD AsAPP 0,91
14 SSTVPPPVAAMAPVAP AsAPP 0,90
15 RQHGGDAEEVRTHLTS AsAPP 0,90
16 SELEQHYEAMKARDPK AsAPP 0,89
17 TETPSTTHESPNTTTP AsLAMP 0,95
18 HESPNTTTPHSSTTVP AsLAMP 0,90
19 PPLIEPTFAHDPRKAN GEEX01010907.1 0,89
20 EEASEAATSSDTTSDT GEEX01010907.1 0,86
21 VVPPPAPATPDKRANM GEEX01010907.1 0,97
22 TGSGDFDDEFDDFKSA GEEX01010907.1 0,94

Os 22 epitopos foram utilizados para produzir uma proteina quimérica a ser usada como
alvo vacinal. Para isto, foi montada uma sequéncia de nucleotideos que continha diferentes
regides que codificavam os 22 epitopos selecionados, intercalados por nucleotideos que
codificavam a sequéncia GSGSG como espagadores, além de nucleotideos que codificavam
duas caudas de histidina (no inicio e no final) e outros aminoacidos necessarios para a clonagem
em vetor de expressao (Fig. 22). A constru¢do montada codifica uma proteina recombinante de

484 aminoacidos com peso molecular de 48,5 kDa, pl = 5,08 e foi chamada de rAsQuimera.
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MG NNV ASGKEQQSPSRPRPACTAGSGSGAFGSSTPRTFDLDLAT
GSGSGKRLIWEADHERKEAMLGSGSGEERRRRIEEMRHRDQEGSGSGQGGSGPPQHE

VVLVIPGSGSGPQAAQGPVVHPVWANTGSGSGSSQPQEPTYETPHTSPGSGSGPSSW
PSQPHPDNPAVSGSGSGTVITPSPTVPVINATTGSGSGIVAPTTAVPPTALPPPGSGSG
TTTLTLPPGPAKSVNPGSGSGDADQRQPPEMMVTNTTGSGSGSEDDYDDDYSDEDD

DDGSGSGSSTVPPPVAAMAPVAPGSGSGRQHGGDAEEVRTHLTSGSGSGSELEQHYE
AMKARDPKGSGSGTETPSTTHESPNTTTPGSGSGHESPNTTTPHSSTTVPGSGSGPPLI

EPTFAHDPRKANGSGSGEEASEAATSSDTTSDTGSGSGVVPPPAPATPDKRANMGSG

SGTGSGDFDDEFDDFKSALFHHHHHH.

Figura 22: Sequéncia de aminoacidos da proteina rAsQuimera. As regides destacadas sdo:

Vermelho = Caudas de polihistidina utilizadas para a purificagdo por cromatografia de
afinidade — Ni-NTA; Azul = Sitio de clivagem para a enzima TEV; Cinza = Sitios de restri¢ao

utilizados para clonagem; Verde = Epitopos selecionados; Amarelo = Espagadores.

5.5. Avaliacio do potencial vacinal dos antigenos selecionados contra o A. sculptum

5.5.1. Producao das proteinas recombinantes para realizacio dos ensaios vacinais

Foram selecionados sete antigenos para os testes em ensaios vacinais, sendo eles
AsKunitz, As8.9kDa, AsBasicTail, AsMucins, AsSLAMP, AsAPP e AsQuimera. As proteinas
recombinantes relativas aos alvos AsKunitz, As8.9kDa, AsBasicTail foram produzidas
anteriormente para utilizacdo na caracterizagdo funcional e, estes mesmos recombinantes,
foram usados nas formulagdes vacinais.

Para a produgdo das proteinas recombinantes que apresentassem as regides
extracelulares e imunogénicas de AsMucin, ASAPP e AsLAMP, sequéncias de DNA foram
amplificadas por PCR em que o molde foi cDNA produzido a partir dos intestinos de fémeas
de A. sculptum alimentadas parcialmente e os iniciadores desenhados especificamente para cada
alvo. A andlise da PCR por meio do gel de agarose 1,5% evidenciou a presenga de um produto
posicionado na faixa de 300 pb para AsMucin e 600 pb para ASAPP e AsSLAMP, tamanhos

compativeis aos produtos esperados (Fig. 23).
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Figura 23: Amplificacdo da sequéncia de DNA codificante com os iniciadores relativos a
AsMucin, AsAPP e AsLAMP por PCR. Produtos visualizados em gel de agarose a 1,5%.
Colunas: 1-AsMucin; 2-AsMucin sem cDNA; 3-AsAPP; 4-AsAPP sem cDNA; 5-AsLAMP; 6-
AsLAMP sem cDNA.

Os produtos de PCR obtidos foram utilizados no processo de clonagem, para a producao
das proteinas recombinantes. Essas, por sua vez, apresentaram os pesos moleculares e pontos
isoelétricos (pl) estimados mostrados na Tabela 6 e as sequéncias de aminoacidos mostrados

na Fig. 24.

Tabela 6: Peso molecular e ponto isoelétrico das proteinas intestinais maduras (sem peptideo

sinal) e suas recombinantes produzidas em E. coli BL21.

AsMucin rAsMucin AsAPP rAsAPP AsLAMP rAsLAMP
Peso (kDa) 19,3 12,46 65,2 28,49 83,5 25,74
pl 4,47 6,54 6,36 6,35 4,55 5,83
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Figura 24: Sequéncia de aminoacidos das proteinas intestinais recombinantes produzidas em E.
coli BL21. As regides destacadas s3o: Vermelho = Caudas de polihistidina utilizadas para a
purificacdo por cromatografia de afinidade — Ni-NTA; Azul = Sitio de clivagem para a enzima

TEV; Verde = Sequéncia da recombinante homologa a nativa; Amarelo = Sitios de restrigdo.

Apoés a expressdo, os produtos foram analisados em SDS-PAGE, sendo possivel
observar que a rAsMucin ficou proxima a marcacdo relativa a 25 kDa do padrdo (Fig. 25A),

com aproximadamente o dobro do peso esperado. Ja a rAsAPP (Fig. 25B) e a rAsLAMP (Fig.

25C) se posicionaram no SDS-PAGE ligeiramente acima de 25 kDa, como esperado.
A B C

kDa

Figura 25: SDS-PAGE de aliquotas purificadas de rAsMucin (A), rAsAPP (B) e rAsLAMP (C).

Coloragao por azul de comassie.
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Com o objetivo de confirmar se as proteinas purificadas corresponderam, de fato, as
recombinantes, a técnica do western blotting utilizando anticorpos anti-cauda de histidina foi
aplicada para cada uma delas. Na membrana com a rAsMucin (Fig. 26A) pudemos ver que os
anticorpos se ligaram fortemente a um produto de aproximadamente 25 kDa e coincidiu com a
banda observada no SDS-PAGE. As membranas referentes a rAsAPP (Fig. 26B) e rAsLAMP
(Fig. 26C), reveladas, apresentaram bandas correspondentes aquelas observada no SDS-PAGE,
que ficaram ligeiramente acima da marcagdo de 25 kDa. Nas membranas da rAsMucin e da
rAsLAMP, também foi possivel observar bandas com aproximadamente o dobro do tamanho
esperado para as recombinantes, o que sugere a presenga de dimeros. Os resultados indicam
que as proteinas recombinantes foram produzidas em quantidade e pureza satisfatorias para

serem, em seguida, utilizadas nos ensaios vacinais.

Figura 26: Western blotting de rAsMucin (A), rAsAPP (B) e rAsLAMP (C) utilizando
anticorpos anti-cauda de histidina. Foi aplicado 5 pg de cada proteina recombinante nos géis

utilizados no western blotting.

Para a producdo da rAsQuimera, a constru¢do do vetor, adquirida comercialmente da
empresa FastBio, foi inserida em bactérias E. coli BL21 e produzida utilizando protocolos
semelhantes aos usados para as ouras proteinas. A proteina produzida foi purificada em coluna
de niquel e avaliada em SDS-PAGE (Fig. 27), onde foi possivel observar uma banda de peso
estimado de 48 kDa, que ¢ compativel com o tamanho estimado da proteina. No entanto,
também houve outras bandas de tamanho superior, de forma semelhante ao observado no gel
das outras recombinantes, que poderiam ser dimeros ou outros polimeros formados. Com o
objetivo de confirmar se a proteina purificada correspondeu, de fato, & quimera, a técnica do
western blotting utilizando anticorpos anti-cauda de histidina foi aplicada. Na membrana (Fig.
27) pudemos ver que os anticorpos se ligaram fortemente as bandas observadas no SDS-PAGE,

indicando que essas podem ser dimeros da proteina quimérica.
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Figura 27: Analise da rAsQuimera em SDS-PAGE apo6s produgdo em bactérias e purificacao
em colunas de niquel e western blotting utilizando anticorpos anti-cauda de histidina. Colorag¢ao

por nitrato de prata.

5.5.2. Avaliacido do potencial vacinal dos alvos selecionados

5.5.2.1. Producdo de anticorpos antigeno-especificos no soro dos hospedeiros

imunizados

A resposta humoral antigeno-especifica foi avaliada para os grupos experimentais
através da quantifica¢do dos niveis de IgG através da técnica do ELISA indireto. A analise
revelou que todos os antigenos testados induziram uma resposta com produgao de IgG antigeno-
especifico apos a vacinacao dos camundongos, visto que em todos os grupos pudemos observar
um aumento médio significativo dos niveis de anticorpos em relacdo ao grupo controle, que
ndo recebeu antigenos na vacinagao (Fig 28). Para os antigenos recombinantes salivares e a
proteina quimérica, os niveis de IgG dos camundongos foram avaliados ap6s o desafio com os
adultos, revelando que, para a rAsKunitz (P<0,05), rAs8.9kDa (p<0,001) e a recombinante
quimérica (p<0,001), os niveis de IgG ainda foram significativamente maiores que o controle
mesmo ap6s 60 dias da data do desafio, ao passo que para a AsBasicTail os niveis séricos de
IgG antigeno-especifico ndo foram significativamente mais altos que o controle apos 30 dias

do desafio.
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Figura 28: Resposta antigeno-especifica produzida a partir da vacinagcdo de camundongos com
antigenos salivares recombinantes e quimera e desafio com A4. sculptum. Os niveis de IgG totais
no soro dos animais vacinados foram avaliados a partir da técnica de ELISA indireto e
comparados com aqueles do grupo controle. As setas indicam os dias das imunizagdes € a cruz
representa o dia do desafio. Dados representados por média + EP. ANOVA — Dois fatores -

Bonferroni, *p<0,05; **P<0,01; ***p<0,001.

A produgdo de anticorpos antigeno-especificos também foi avaliada para os
camundongos imunizados com as proteinas intestinais recombinantes. Obtivemos os soros de
camundongos do grupo controle (adjuvante) e recombinantes (rAsMucin; rAsAPP e rAsLAMP
+ adjuvante) 15 dias apoOs a terceira imunizacdo. Através da técnica do ELISA indireto,
observamos um aumento significativo dos niveis de IgG (p<0,001) especificos para os trés
antigenos testados, indicando que estes foram capazes de induzir uma resposta humoral

satisfatoria nos hospedeiros (Fig. 29).
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Figura 29: Resposta antigeno-especifica produzida a partir da vacinacao de camundongos com
antigenos intestinais recombinantes. Os niveis de IgG totais no soro dos animais vacinados
foram avaliados a partir da técnica de ELISA indireto ¢ comparados com aqueles do grupo

controle. Teste t. ***p<0,001.

5.5.2.2.  Ensaios vacinais com proteinas salivares

Foram realizados testes com fémeas de A. sculptum, que se alimentaram em
camundongos imunizados com as proteinas salivares recombinantes, tendo seus parametros
alimentares e reprodutivos avaliados. Em todos os grupos avaliados houve mortalidade de
fémeas durante o processo alimentar ou antes de realizar a oviposi¢do. Portanto, o primeiro
parametro avaliado foi a taxa de mortalidade das fémeas submetidas ao repasto sanguineo nos
diferentes grupos, através do qual observamos um aumento dentre as femeas dos grupos
imunizados com cada um dos trés antigenos salivares. Os maiores niveis foram obtidos no
grupo 8.9kDa, cuja taxa foi de 58,3%, valor praticamente duas vezes maior que a do grupo

controle (Tab. 7).

Tabela 7: Mortalidade de fémeas e ninfas de A. sculptum alimentadas em camundongos

imunizados com antigenos salivares recombinantes.

fnstar/Grupo Controle rAsKunitz rAs8.9kDa rAsBasicTail
Fémeas (%) 30.0 41.6 58.3 33.3
Ninfas (%) 32.0 70.0 100.0 100.0

Os dados relacionados ao tempo médio necessario para a realizagdo do processo
alimentar (Fig 30A), o peso médio das fémeas ap6s o fim do processo (Fig 30B) e o peso médio
da massa de ovos gerada por cada uma delas (Fig 30C) também foram obtidos. No entanto, as

variacoes observadas dentre os diferentes grupos imunizados nao foram significativas (p>0,05)
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em relacdo ao controle. Porém, quando avaliamos a viabilidade dos ovos gerados pelas fémeas
pertencentes aos diferentes grupos, por meio de sua taxa de eclosdo, observamos uma grande
variacao em relacao ao grupo controle (Fig 30D). De todas as massas de ovos geradas pelas
fémeas do grupo 8.9kDa (n=6), foi observado o surgimento de larvas de apenas uma. Dessa
forma, a taxa de eclosao média do grupo foi de apenas 4,4%, valor significativamente menor
(p<0,01) que a média do grupo controle (40,8%). A taxa observada no grupo Kunitz também
foi significativamente menor (p<0,01) em relacdo ao controle, com apenas 7.14% de eclosao.
Apesar de nao ter sido significativamente menor que o controle, a eclosao média observada nos

ovos do grupo BasicTail foi de 18,3%, valor consideravelmente mais baixo que o controle.
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Figura 30: Parametros alimentares e reprodutivos de fémeas de A. sculptum alimentadas em
camundongos imunizados com os alvos vacinais. Dados representados por média + DP. Tempo
médio de alimentagdo (A), Peso final médio apos alimentacdo (B), Peso médio da massa de
ovos produzidos pelas fémeas (C) e Taxa de eclosdo dos ovos (D). Kruskal-Wallis — Dunn’s,

*p<0,05 e **p<0,01.

Ninfas de A. sculptum também foram alimentadas nos grupos imunizados com as
proteinas recombinantes salivares e tiveram seus parametros alimentares analisados. Foi
possivel observar uma taxa de 100% de mortalidade das ninfas que alimentaram em
camundongos imunizados com rAs8.9kDa e rAsBasicTail. A taxa de mortalidade no grupo
rAsKunitz também foi alta, chegando a 70%. No grupo controle, por sua vez, apenas 30% das
ninfas morreram durante a alimentagao ou apds a alimentagdo, porém antes de realizar a muda
(Tab. 7). A duracdo da hematofagia e o peso final também foram analisados, porém apenas no
grupo rAsKunitz, uma vez que este foi o Uinico no qual restaram ninfas vivas durante o ensaio

vacinal. Nessa andalise foi constatado que o tempo médio de alimentacdo das ninfas do grupo
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rAsKunitz foi de 5,8 dias, valor significativamente maior (p<0,05) que os 5,2 dias necessarios
para o repasto dos carrapatos do grupo controle (Fig. 31A). Por fim, o peso final das ninfas dos
grupos controle e rAsKunitz apds o repasto sanguineo foi calculado. No entanto, ndo foi
observada variagdo significativa nesse parametro ¢ a média dos dois grupos foi de

aproximadamente 12 mg (Fig. 31B).
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Figura 31: Pardmetros Alimentares de ninfas de A. sculptum alimentadas em camundongos
imunizados com os alvos vacinais. Dados representados por média = DP. Tempo médio de

alimentagdo (A) e Peso final médio (B). Mann-Whitney, *p<0.05.

A partir dos indices de ingurgitamento das fémeas, oviposi¢do e eclosdo dos ovos
gerados foi possivel quantificar a eficacia de cada um dos antigenos contra A. sculptum (Tab.
8). Na comparagdo entre os trés antigenos, a proteina rAs8.9kDa apresentou valor de 92.89%,
a maior taxa de eficacia dentre os antigenos testados. Esse valor foi bem proximo aquele obtido
com a vacina¢do com rAsKunitz, de 85.37%. A vacinacdo com rAsBasicTail, por sua vez,
resultou no menor desempenho entre os alvos testados, com eficacia de 59.62%. Esses
resultados sugerem que imunizacdes de camundongos com rAs8.9kDa, rAsKunitz e
rAsBasicTail podem ser capazes de afetar pardmetros alimentares e reprodutivos de fémeas de

A. sculptum.
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Tabela 8: Coeficientes de reducdo de fémeas ingurgitadas (CRT), oviposicdo (CRO) e
fertilidade dos ovos (CRF) relativos a vacina¢do com os antigenos salivares recombinantes de

A. sculptum e suas taxas de eficacia no controle da infestacao por fémeas.

rAsKunitz rAs8.9kDa rAsBasicTail

CRT 1,07 0,78 0,98
CRO 1,24 0,81 0,79
CRF 0,11 0,11 0,52
Eficacia (%) 85,32 92,89 59,45

5.5.2.3. Ensaios vacinais com proteinas intestinais

Os parametros alimentares e reprodutivos também foram avaliados nas fémeas que
realizaram o repasto sanguineo em hospedeiros imunizados com antigenos intestinais. A taxa
de mortalidade foi o primeiro a ser avaliado, revelando que ndo houve aumento expressivo em
nenhum dos grupos, apesar de um leve crescimento na taxa de fémeas mortas durante o repasto

ou antes da oviposigao, nos grupos rAsLAMP e rAsQuimera, em relagdo ao controle (Tab. 9).

Tabela 9: Mortalidade de fémeas e ninfas de A. sculptum alimentadas em camundongos

imunizados com antigenos intestinais.

Controle Extrato intestinal rAsMucin  rAsAPP  rAsLAMP rAsQuimera

Mortalidade (%) 30 12,5 12,5 12,5 37,5 40,0

De forma semelhante aos resultados observados na imunizagdo com os antigenos
salivares, ndo houve variacao significativa no tempo necessario para realizagdo da hematofagia
(Fig. 32A) e nem no peso das fémeas ingurgitadas (Fig. 32B). No entanto, os valores relativos
as fémeas do grupo rAsQuimera foram os que mais variaram em relagao ao controle, relevando
uma tendéncia de aumento do tempo de contato com o hospedeiro, que foi de 12 dias no controle
e 14 dias no rAsQuimera, em média. Ja o peso médio das fémeas no grupo controle foi de 629
mg, contra 473 mg das fémeas do grupo rAsQuimera, indicando que as ltimas tiveram menos
eficiéncia na ingestdo do sangue. Novamente, ndo observamos variagdo significativa no peso
médio da massa de ovos das fémeas dos diferentes grupos (Fig. 32C), apesar do valor médio

obtido no grupo da imunizagdo com o extrato intestinal (269 mg) ter sido consideravelmente
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mais baixo que o do grupo controle (340 mg). Entretanto, a analise da taxa de eclosdo dos ovos
revelou que as médias de todos os grupos, exceto rAsLAMP, foram mais baixas que a do
controle. A taxa de eclosdo no grupo rAsQuimera, por sua vez, foi significativamente menor
(p<0,05), com valor médio igual a 9,3%, contra 40,8% no grupo controle (Fig. 32D), indicando
baixa viabilidade dos ovos produzidos pelas fémeas do grupo. Igualmente as recombinantes
salivares, ninfas foram submetidas a alimentacdo nos camundongos imunizados com a

recombinante quimérica e, como resultado, pudemos observar 100% de mortalidade durante o

processo alimentar.
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Figura 32: Pardmetros alimentares e reprodutivos de fémeas de A. sculptum alimentadas em
camundongos imunizados com os alvos vacinais intestinais. Dados representados por média +
DP. Tempo médio de alimentagdo (A), Peso final médio apos alimentagdo (B), Peso médio da
massa de ovos produzidos pelas fémeas (C) e Taxa de eclosdao dos ovos (D). ANOVA — Dunnet,

*p<0,05.
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A andlise dos dados obtidos nos permitiu verificar a eficacia de cada um dos alvos

testados. A proteina quimérica apresentou 80,84% de eficacia, a maior dentre todos os antigenos

intestinais. O uso do extrato intestinal como formulagdo vacinal revelou uma eficacia de

51,79%, valor consideravelmente mais baixo que a anterior. Ja a proteina recombinante rAsAPP

apresentou um valor bem mais baixo que as duas, apenas 26,64%, enquanto as restantes,

rAsMucin e rAsLAMP nao foram eficazes contra o parasitismo realizado por A. sculptum (Tab.

10).

Tabela 10: Coeficientes de reducdo de fémeas ingurgitadas (CRT), oviposicdo (CRO) e

fertilidade dos ovos (CRF) relativos a vacinagdo com o extrato intestinal e antigenos intestinais

recombinantes de 4. sculptum e suas taxas de eficacia no controle da infestagao por fémeas.

Extrato intestinal rAsMucin rAsAPP rAsLAMP rAsQuimera
CRT 1,03 1,03 1,03 0,74 0,94
CRO 0,91 1,17 1,01 1,28 0,80
CRF 0,52 0,90 0,70 1,25 0,26
Eficacia (%) 51,80 -7,89 26,65 -18,04 80,84
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6. DISCUSSAO

O presente trabalho tem como meta desenvolver novos métodos de controle de
carrapatos baseados na vacinagao de hospedeiros. Até o presente momento, esse foi o primeiro
trabalho no qual se abordou essa forma de controle para o 4. sculptum. Realizamos uma seleg¢ao
de alvos antigénicos expressos no intestino e nas glandulas salivares com base em
caracteristicas desejaveis para antigenos vacinais, fizemos a producdo das proteinas de forma
recombinante e as testamos em ensaios que nos permitiram quantificar sua eficacia no controle
do parasitismo. Paralelamente, as proteinas salivares recombinantes produzidas e testadas como
antigenos vacinais também passaram por uma ampla caracterizagdo funcional, cujo objetivo foi
elucidar sua importancia e seu papel no processo alimentar do carrapato.

A principal estratégia usada na escolha dos alvos salivares foi buscar por aqueles que
codificassem proteinas com dominios ou estruturas que pudessem sugerir sua atuacdo como
anti-hemostaticos ou inibidores da resposta imune, além de serem altamente expressos durante
o repasto sanguineo. A hipotese do trabalho é que a atuacdo do sistema imune do hospedeiro
contra essas proteinas no sitio alimentar poderia ser prejudicial para o processo alimentar do
parasito. Dessa forma, o primeiro alvo foi uma proteina pertencente a familia kunitz,
amplamente presente em carrapatos e outros artropodes hematdfagos (Mans & Neitz 2004,
Francischetti et al. 2009, Koh & Kini 2009). Vérios representantes dessa familia, que podem
possuir de um a sete dominios do tipo kunitz-like, sao classificados como inibidores de serino
proteases e compdem a maioria das moléculas com fun¢do antihemostatica produzidas por
carrapatos identificadas até o momento (Parizi et al. 2018, Chmelaf et al. 2019).

O segundo alvo, caracterizado como uma proteina 8.9kDa faz parte de uma superfamilia
de proteinas exclusiva dos carrapatos ixodideos, a 8.9 kDa superfamily. Esteves et al. (2017)
identificaram 24 transcritos relativos a proteinas dessa familia no transcriptoma salivar de A.
sculptum, sendo que a expressao génica de 23 deles foi positivamente regulada nas glandulas
salivares de fémeas parcialmente alimentadas, enfatizando a importancia das proteinas dessa
familia na realizagdo do processo alimentar. Contudo, até o momento, nenhum representante
da familia havia sido caracterizado funcionalmente, apesar de um possivel papel na imunidade
dos carrapatos ja ter sido especulado por Kotsyfakis et al. (2015a).

O ultimo alvo codifica uma proteina da “Basic Tail Protein Family”, que ¢ exclusiva de
carrapatos ixodideos e argasideos e que possui alguns representantes que ja foram identificados

como inibidores de serino proteases. Estas proteinas sdo caracterizadas, sobretudo, pela
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basicidade da regido carboxi-terminal rica em residuos de lisina de suas integrantes, mas que
pode também ser inexistente ou até mesmo ter carater acido (Valenzuela et al. 2002, Ribeiro et
al. 2006, Francischetti et al. 2009).

A analise da expressao génica dos alvos selecionados, em carrapatos alimentados ou em
jejum, revelou que os trés sdo expressos durante as fases de larva, ninfa e adultos, além de serem
regulados positivamente nos carrapatos durante a hematofagia, em quase todos os instares.
Esses perfis de expressao sdao indicativos de que os genes analisados codificam proteinas
fortemente relacionadas a hematofagia. A regulagdo positiva de genes ao longo da alimentagao
foi demonstrada anteriormente em diferentes trabalhos. Esteves et al. (2017) realizaram a
comparagdo entre transcriptomas salivares de fémeas de 4. sculptum em jejum e parcialmente
alimentadas, observando um perfil de regulacdo positiva da maioria das sequéncias
codificadoras de proteinas secretadas, que passaram de 11% para 36% do total de leituras apos
72 horas de repasto sanguineo. As sequéncias codificadoras de proteinas do tipo Kunitz, Basic
tail e 8.9 kDa também apresentaram grande aumento no numero de leituras durante a
hematofagia, o que corrobora com nossos resultados. Resultados semelhantes também j& foram
observados nos sialotrancriptomas de outros representantes do género, como o A. maculatum
(Karim et al. 2011) e A. americanum (Karim & Ribeiro 2015). Nesses trabalhos os autores
chamam atencdo para a grande diversidade de sequéncias codificantes de proteinas salivares
secretadas dentro das diferentes familias ao longo da alimentagdo. A expressao de diferentes
sequéncias codificantes de proteinas homdlogas ou que possuam fungdes semelhantes em
periodos variados do repasto levaria a uma mutacdo da composi¢ao salivar durante o processo,
num mecanismo de variagdo antigénica, cuja principal vantagem seria evitar o reconhecimento
por parte do sistema imune do hospedeiro (Kotsyfakis et al. 2007, Esteves et al. 2017). Ainda
ndo se sabe ao certo qual o mecanismo causador dessas variagdes, que poderiam ser causadas
por um reldgio interno do parasito ou até mesmo pela presenga de um tipo de sensor bioldgico
capaz de avaliar o estresse alimentar ao longo do contato com o hospedeiro (Karim & Ribeiro
2015). Porém, ja foi observado que a expressao de genes relacionados ao processo alimentar
foi mais alta nas glandulas de carrapatos que se alimentaram em hospedeiros vivos, em
comparagdo com a de carrapatos que ingeriram solucao artificial desfibrinada e depletada de
componentes do sistema imune (Perner et al. 2018), corroborando com a segunda hipotese.

O pertil da expressao de AsKunitz, As8.9kDa e AsBasictail em fémeas durante o repasto
evidenciou a ocorréncia de picos de expressdo, que por sua vez, ocorreram em fases diferentes
do processo. Levando essa variagdo da composi¢do antigénica da saliva em consideracdo, a

utilizac¢do dos alvos, em conjunto, em uma vacina multicomponente poderia ser desejavel pois,
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dessa forma, o sistema imune do hospedeiro vacinado seria capaz de reconhecer antigenos
produzidos ao longo de todas as fases da alimentagao.

Outro fator interessante a ser observado foi o nivel de aumento na expressao génica de
AsKunitz nas glandulas salivares de fémeas apds apenas um dia fixado no hospedeiro, na ordem
de 18 milhdes de vezes. Apesar de ndo terem detectado aumentos dessa propor¢do nos
transcriptomas de 4. americanum, Karim & Ribeiro (2015) observaram que a maioria das CDSs
relativas a proteinas do tipo kunitz tém seus niveis de expressao fortemente aumentados apos
um curto periodo de apenas 12 horas de repasto.

Os ensaios hemoliticos realizados demonstraram que as recombinantes salivares
rAsKunitz, rAs, 8.9kDa e rAsBasicTail, testadas separadamente, sdo capazes de opor a ativagao
do sistema do complemento humano tanto na via classica quanto na alternativa. Franco et al.
(2016) ja haviam demonstrado que a saliva do A. sculptum apresenta atividade inibidora da via
classica, mas nenhuma proteina havia sido identificada. A saliva de R. microplus também foi
testada através de ensaios hemoliticos e apresentou atividade inibidora tanto da via classica
quanto da alternativa do complemento (Silva et al. 2016). No entanto, o perfil de inibi¢cdo dessas
duas espécies difere daquele observado em carrapatos do género Ixodes, que ja tiveram uma
série de inibidores salivares caracterizados até o momento e, em sua maioria, atuam
exclusivamente sobre as vias alternativa e das lectinas (Schroeder et al. 2009, Schuijt et al.
2011a). Esse dado ¢ um indicio de que os mecanismos de inibi¢do do complemento devem ser
bem diferentes entre os carrapatos dos grupos metastriata e prostriata.

rAsKunitz e rAs8.9kDa bloquearam a ativacdo da via classica e sdo os primeiros
inibidores do complemento descritos para carrapatos em suas respectivas familias. O
mecanismo de atuacdo da rAsKunitz ainda requer a realizacdo de novos estudos para que seja
elucidado, mas pode ser que esse inibidor atue sobre mais de um componente da cascata, ja que
foi observada uma inibi¢do da ativacdo através da via alternativa, porém com menor eficiéncia.
A atividade anticomplemento observada em rAs8.9kDa, por sua vez, pode ter relacdo com a
presenca do dominio relativo ao fator de von Willebrand em sua sequéncia, pois se sabe que o
vWEF atua como um cofator na regulacdao do sistema nos vertebrados, através da clivagem do
fator C3b (Feng et al. 2015). Dessa forma, a proteina salivar também poderia estar atuando na
inativacao desse componente e, consequentemente, inibindo a ativagdo da cascata.

AsBasicTail, por sua vez, se opds fortemente a ativagdo do complemento pela via
alternativa. Portanto, podemos afirmar que se trata do primeiro inibidor dessa via identificado
na espécie e também da familia Basic Tail. No entanto, ndo se trata do primeiro inibidor do

complemento caracterizado na familia, j4 que outra integrante foi identificada na saliva de /.
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scapularis. O TSLPI, homologo a Salp14, atua no bloqueio da ativacdo da via das lectinas
(Schuijt et al. 2011b, a).

Em complemento aos ensaios hemoliticos, pudemos verificar que os anticorpos
presentes no soro de animais imunizados com cada uma das proteinas salivares recombinantes
se mostraram capazes de interferir em sua atividade inibidora do complemento. Resultados
semelhantes também foram observados em ensaios hemoliticos que envolveram um inibidor
salivar de L. longipalpis incubado com diferentes concentracdes de anticorpos especificos
contra ele, tendo sua atividade bloqueada pela imunoprecipitagdo (Ferreira et al. 2016). Esse
efeito ¢ altamente desejavel, caso as proteinas sejam utilizadas como antigenos vacinais, visto
que a supressao da atividade salivar anticomplemento sobre o sangue ingerido contribuiria para
a ativagao da cascata no lumen intestinal, culminando em lesdes nas células epiteliais (Barros
et al. 2009). Esse quadro, por sua vez, seria capaz de acarretar em perda de eficacia alimentar,
reprodutiva ou até mesmo na morte do parasito (Willadsen et al. 1989). Adicionalmente,
também ja foi observado que o bloqueio da atividade de proteinas salivares com fungao
anticomplemento também ¢ capaz de prejudicar a transmissao de patdgenos para os hospedeiros
vertebrados (Daix et al. 2007, Tyson et al. 2007, Schuijt et al. 2011a, de Taeye et al. 2013),
sugerindo que a imunizagdo de hospedeiros com os antigenos salivares de 4. sculptum também
poderia ser capaz de interferir na transmissao da R. rickettsii.

A caracterizacao funcional das proteinas salivares recombinantes também revelou sua
atividade anti-hemostatica através da inibi¢do da coagulacdo. Os ensaios realizados com as trés
recombinantes revelaram que todas foram eficientes em atrasar a coagulagdo do plasma
sanguineo, sendo a AsBasic Tail a mais eficaz dentre elas. Consequentemente, decidimos testar
a capacidade inibitdria sobre os fatores Xa e Trombina, componentes muito importantes na
ativacdo da cascata e alvos de uma série de inibidores produzidos por artrépodes hematofagos
(Francischetti et al. 2009, Koh & Kini 2009), além da tripsina. rAskunitz apresentou atividade
antihemostatica e o mecanismo de agdo parece ser pela inibicao da capacidade enzimatica da
trombina, ja que ela foi a mais eficiente dentre as trés recombinantes na inibicdo desse
componente da cascata de coagula¢do e ndo apresentou inibicao significativa contra o fXa.
Outros inibidores de trombina com dominios do tipo kunitz j4 foram identificados e
caracterizados previamente em outras espécies de carrapatos ixodideos, como os inibidores
intestinais de R. microplus, Haemaphysalis longicornis, e I. scapularis, Boophilina, Hemalina
e Ixophilina, respectivamente (Macedo-Ribeiro et al. 2008, Liao et al. 2009, Narasimhan et al.
2013), além da Amblina, presente na hemolinfa de 4. hebraeum (Lai et al. 2004). Até o

momento, nenhuma proteina da familia kunitz havia sido caracterizada como inibidor de
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Trombina na saliva de ixodideos, apesar de um potente inibidor desse componente da cascata
da coagulacdo, a sculptina, classificada como uma hirudin-like, ja ter sido identificada no
conteudo salivar de 4 sculptum (Igbal et al. 2017). Diferentemente dos inibidores citados
previamente, que apresentam dois dominios kunitz, AsKunitz possui apenas um e ¢
consideravelmente menor que os anteriores. Mesmo assim, a rAsKunitz apresentou uma
eficiéncia em dobrar o tempo necessario para a recalcificagdo do plasma similar a da hemalina
recombinante (0,25 uM) (Liao et al. 2009) e compativel com a observada para a boophilina
nativa (0,1 uM) (Macedo-Ribeiro et al. 2008). J4 o seu mecanismo de agdo parece ser
comparavel com o da amblina, visto que ambas apresentam algumas caracteristicas importantes
em comum, como o carater basico (amblina tem pI=9,7), diferente do observado em boophilina
e hemalina (pI em torno de 4,5). Outro fator em comum ¢ a presenca de dois residuos de cisteina
na regido carboxi-terminal, que podem ser responsaveis pela formacdo de mais uma ponte
dissulfeto que, por sua vez, poderia interferir sobre as regides ligantes do exositio I da trombina.
Por fim, rAsKunitz ndo apresentou capacidade de inibir significativamente a atividade
proteolitica da tripsina, como também foi observado para a amblina (Corral-Rodriguez et al.
2009). De forma semelhante aos inibidores de trombina citados anteriormente, rAsKunitz nao
foi capaz de inibir o fXa. Entretanto, outros inibidores salivares de fXa da familia kunitz ja
foram descritos: amblyomin-X, produzido na saliva de A. sculptum, apresenta dois dominios
kunitz e ¢ capaz de inibir o fXa, além do “extrinsic tenase complex” (Batista et al. 2010). Se
trata de um inibidor ndo competitivo e seu mecanismo de inibi¢do ocorre pela ligagdo a um
exositio do fXa. Foi revelado também que ele ¢ um substrato para tripsina e plasmina (Branco
et al. 2016). Um outro inibidor, o Ixolaris (Francischetti et al. 2002) de /. scapularis, também
apresenta dois dominios kunitz-like e apresenta mecanismo de inibi¢do semelhante ao da
Amblyomin-X, apesar da diferenca no nimero de cisteinas conservadas nos dominios. A TAP,
presente na saliva de O. moubata (Waxman et al. 1990), possui apenas um dominio kunitz, tal
como a rAskunitz e ainda assim € capaz de inibir o fXa. No entanto, seu mecanismo de agao
parece estar ligado a presenca de um tripeptideo (Tyr—Asn—Arg) inexistente na rAskunitz, na
regido amino terminal, bloqueando o sitio ativo da enzima (Corral-Rodriguez et al. 2009).

A rAs8.9kDa, dentre as trés recombinantes testadas foi a que obteve a menor eficiéncia
no ensaio que avalia o tempo de recalcificagdo do plasma humano citratado. Apesar disso, ela
foi capaz de inibir significativamente a capacidade enzimatica do fXa, Trombina e Tripsina,
mas ndo parece ser um inibidor especifico para nenhuma das serino proteases em questao. Os
valores de ICso observados nos ensaios na presenca dessa recombinante foram

consideravelmente mais altos que os da rAsBasicTail para a inibicdo de fXa e tripsina e que o
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de rAsKunitz para trombina, sugerindo que seu papel primordial na hematofagia do 4. sculptum
provavelmente ndo esta relacionado a inibi¢ao de fatores da cascata de coagulagao.

AsBasicTail, como esperado, foi a recombinante com a maior eficacia na inibi¢ao da
atividade catalitica do fXa, visto que alguns integrantes da familia ja foram previamente
caracterizados com essa atividade (Das et al. 2001, Narasimhan et al. 2002, Ribeiro et al. 2006).
Apesar de ser uma proteina consideravelmente maior que a Salp14 ou a Ixonnexin, apresenta
caracteristicas em comum, como a cauda rica em residuos de lisina e a presenga de trés pontes
dissulfeto, responsaveis por manter sua estrutura secundaria. A estrutura similar a da Ixonnexin
pode sugerir a presenca de atividade fibrinolitica, o que requer novos estudos para
comprovagdo. Apesar do mecanismo de a¢ao no ter sido totalmente elucidado, a interagdo com
o fXa pode estar relacionada com a presenca da regido carboxi-terminal basica, visto que a
TSLPI e a salp9 recombinante, que ndao possuem essa estrutura, ndo foram capazes de apresentar
atividade anticoagulante (Narasimhan et al. 2002, Schuijt et al. 2011b).

A presenca simultanea de atividade anticoagulante e anticomplemento desempenhada
pelas recombinantes de 4. sculptum nao parece ser incomum em inibidores de serino proteases
produzidos por outros invertebrados. A AamAV422, por exemplo, ¢ uma proteina salivar
expressa por A. americanum capaz de atrasar o tempo de coagulagdo do plasma, além de
interferir na ativagdo da via classica do complemento (Mulenga et al. 2013). Adicionalmente,
foi observado que a sua expressdo génica também ¢ aumentada ao longo do repasto sanguineo
(Mulenga et al. 2007), de forma parecida com os alvos do nosso trabalho. A EnKT1, por sua
vez, proteina do tipo kunitz expressa pelo verme parasito Eudiplozoon nipponicum possui
atividade contra o fXa e a lise mediada por ativacao do complemento (Jedlickova et al. 2019).
A explicagdo para a atuacao dos inibidores de serino proteases sobre os dois sistemas pode estar
relacionada ao fato de ambos estarem intrinsicamente relacionados. Sabe-se que componentes
da cascata da coagulagdo como os fatores Xa e trombina, dentre outros, sdo capazes de atuar na
clivagem dos fatores C3 e C5 do complemento, contribuindo para a sua ativacdo (Amara et al.
2010). Dessa forma, podemos inferir que as proteinas salivares abordadas nesse estudo podem
estar relacionadas a variadas fungdes na interagao parasito-hospedeiro, o que incita a realizagao
de novos estudos de caracteriza¢ao funcional.

Os ensaios vacinais realizados, demonstraram que os alvos salivares recombinantes
rAsKunitz, r8.9kDa, rAsBasicTail e a proteina quimérica construida através de epitopos de
alvos intestinais foram promissores como antigenos vacinais contra o A. sculptum. Esses
resultados sdo muito importantes, visto que a descoberta de antigenos vacinais especificos para

a espécie em questdo representa um grande passo em direcao ao desenvolvimento de uma
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formulagdo vacinal eficiente no controle do seu parasitismo. Consideramos que a realiza¢ao
dos ensaios vacinais utilizando camundongos ao invés de equinos como hospedeiros ndo tenha
exercido grande influéncia sobre os resultados observados, sobretudo pelos dados apresentados
no estudo conduzido por Franco et al. (2016), em que compararam o perfil alimentar ¢ a
atividade anticomplemento do EGS de 4. sculptum alimentados em camundongos € equinos: o
peso médio das fémeas ingurgitadas e o tempo total de repasto em camundongos foram
semelhantes aos valores obtidos em hospedeiros equinos. Adicionalmente, eles concluiram que
a o EGS obtidos de fémeas alimentadas em camundongos e equinos tiveram agao
anticomplemento similar. Portanto, esses dados indicam que os genes salivares do presente
estudo deverdo ser expressos nas glandulas dos carrapatos que se alimentarem nos mais
diversos hospedeiros vertebrados.

Apesar dos varios estudos realizados sobre o desenvolvimento de vacinas ao longo das
ultimas décadas, sendo a maioria sobre o R. microplus, esse é o primeiro trabalho em que foi
realizada a selecdo e teste de alvos antigénicos especificos contra o 4. sculptum. A escolha dos
alvos, no entanto, foi feita com base em conceitos desenvolvidos em trabalhos anteriores:
Proteinas salivares relacionadas ao processo alimentar, que teriam sua atividade bloqueada caso
o0s carrapatos realizassem o repasto em hospedeiro imunizado; Antigenos ocultos, como aqueles
presentes na membrana intestinal do carrapato, que levariam a ativacdo dos componentes do
complemento contido no sangue ingerido, gerando lesdes no epitélio intestinal. No fim, se
espera que parametros alimentares e reprodutivos sejam afetados naqueles carrapatos que se
alimentarem em hospedeiros imunizados, levando ao controle populacional dos parasitos no
ambiente. Outro efeito desejavel seria a prote¢do do hospedeiro contra patdogenos (como as
Rickettsia spp.) veiculadas pelo carrapato, através da redugdo da capacidade de transmissao,
quando alimentado em hospedeiros vacinados (Nuttall et al. 2006, Rego et al. 2019).

Os ensaios vacinais que envolveram as proteinas salivares recombinantes revelaram que
os alvos testados apresentaram eficacia satisfatoria contra o A. sculptum, sobretudo rAs8.9kDa
e rAsKunitz. Os resultados obtidos para esses dois alvos sdo superiores aos observados em
outros estudos em que também foram utilizados antigenos salivares, porém contra o parasitismo
de R. microplus: Maruyama et al. (2017) testaram uma vacina multicomponente que continha
quatro proteinas salivares recombinantes (similaridade com glycine-rich proteins, inibidores de
serino protease, metaloproteases e IgG binding protein C) e obtiveram 73,2% de eficacia. Ali
et al. (2015) obtiveram 60% ao testarem uma metaloprotease salivar e Andreotti et al. (2012),

por sua vez, observaram apenas 32%, ao utilizarem um inibidor de trombina da familia kunitz.
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No primeiro parametro avaliado, a mortalidade, obtivemos uma taxa quase duas vezes
maior no grupo imunizado com a 8.9kDa, indicando que grande parte das fémeas morreu
durante o repasto ou antes de realizar a oviposi¢ao. No entanto, o efeito protetor foi bem maior
contra as ninfas, ja que observamos taxas de mortalidade mais altas para as formas imaturas.
Esse efeito provavelmente ocorre devido ao bloqueio da atividade anticomplemento mediado
pelos anticorpos dos camundongos imunizados. Dessa forma, os componentes ativos do
complemento que chegarem ao ambiente intestinal seriam capazes de causar lesdes letais ao
artrépode. Nao se sabe ao certo o motivo da taxa de mortalidade ter sido mais alta nas ninfas,
mas a causa pode estar relacionada a expressao dos inibidores do complemento salivares nesse
estagio evolutivo. Caso a diversidade de inibidores do complemento seja menor nas formas
imaturas, os efeitos do bloqueio seriam mais expressivos que os observados em adultos. O fato
do tempo médio necessario para a alimentagao das fémeas e o seu peso apos o repasto ndo terem
sido significativamente diferentes em relacdao ao controle indicam que as fémeas conseguiram
se alimentar satisfatoriamente mesmo que o bloqueio da atividade das proteinas alvo tenha sido
realizado, provavelmente gracas a presenca de outros inibidores com atividades semelhantes
expressos ao longo do processo alimentar, que ndo seriam afetados pelos anticorpos produzidos
contra os alvos vacinais. Portanto, uma estratégia previamente utilizada em outros estudos e
que poderia aperfeicoar a eficacia da vacina, seria a utilizagdo de multiplos antigenos na
formulacao vacinal (Willadsen 2008), de forma que o bloqueio da atividade das moléculas
salivares possa ser mais eficiente ao longo de todo o processo alimentar. Diaz-Martin et al.
(2015) observaram que uma formulagdo vacinal multicomponente, que continha trés proteinas
salivares antihemostéaticas de O. moubata, foi mais eficaz no controle do parasito que
formulagdes preparadas a partir dos antigenos, individualmente. Adicionalmente, outra
estratégia seria identificar a presenca de possiveis epitopos localizados em regides
correspondentes aos sitios ativos das proteinas e testa-los como antigenos vacinais, na tentativa
de aumentar o bloqueio de sua atividade enzimética e, consequentemente, a eficicia das
vacinas. Manzano-Roman et al. (2015) verificaram em testes vacinais que epitopos capazes de
induzir a produgdo de anticorpos relativos a regides responsaveis pela atividade biologica da
subolesina foram substancialmente mais eficazes como antigenos que a proteina recombinante
inteira.

De forma similar ao demonstrado por Andreotti et al. (2012) na vacinagdo contra R.
microplus com um antigeno salivar, ndo houve diminui¢do significativa na oviposi¢ao das
fémeas ingurgitadas. Entretanto, observamos grande varia¢do na taxa de eclosdo dos ovos, em

relagdo ao controle, indicando que a interferéncia das formulagdes vacinais testadas no presente
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trabalho ocorre, sobretudo, sobre esse parametro. Uma possivel explicacdo seria o impacto da
alimentacdo em hospedeiros imunizados sobre a microbiota dos carrapatos. Nesse caso, 0
sangue ingerido, contendo fatores ativos do complemento, poderia ser capaz de causar uma
perturbacdo na microbiota simbionte dos artropodes, culminando na reducdao do fitness
reprodutivo. Zhong et al. (2007) demonstraram que a oviposi¢do ¢ fertilidade dos ovos de
fémeas ingurgitadas de A. americanum tratadas com antibidticos foram diminuidas
significativamente. Machado-Ferreira et al. (2015) avaliaram as bactérias presentes nos ovos
de A. sculptum e acreditam que essa microbiota pode atuar como uma defesa quimica e seria,
portanto, benéfica para seu desenvolvimento no ambiente.

A vacinacdo com antigenos ocultos intestinais € com a proteina quimérica também
demonstrou eficacia contra o parasitismo de fémeas de 4. sculptum alimentadas em
camundongos. A imunizacdo dos hospedeiros com o extrato de proteinas da membrana
intestinal apresentou um resultado modesto de eficacia, revelando que antigenos localizados na
membrana podem ser considerados como possiveis alvos no desenvolvimento da vacina. Outros
estudos ja demonstraram a eficacia do extrato intestinal na imunizagdo de hospedeiros contra
outras espécies, como o [. ricinus, R. microplus, R. sanguineus (Wong & Opdebeeck 1989,
Jittapalapong et al. 2000, Knorr et al. 2018). Apesar de ndo ter sido estatisticamente
significativa, observamos a diminui¢do no peso médio da massa de ovos e taxa de eclosdo. Esse
ultimo parametro foi o que mais sofreu variacdo em relagdo ao controle, com uma diminuig¢ao
de aproximadamente 50% no coeficiente de fertilidade dos ovos, indicando que os antigenos
intestinais presentes no extrato induziram uma redugdo no fitness reprodutivo das fémeas.

Os antigenos intestinais rAsMucin e rAsLAMP ndo foram eficazes quando utilizados
individualmente como antigenos vacinais, enquanto o rAsAPP apresentou um valor baixo de
eficacia. Uma das possiveis explicagdes teria relagdo com a estrutura das proteinas intestinais:
A busca por possiveis regides glicosiladas revelou que rAsMucin, rAsLAMP e rAsAPP
provavelmente possuem varias regioes de N e O-glicosilagdao em sua forma nativa. No entanto,
como os peptideos recombinantes foram produzidos em sistema procarioto, podem nao ter
sofrido varias modificagdes pos-traducionais existentes na proteina nativa. Nesse caso,
especulamos que os anticorpos gerados contra as recombinantes podem ndo ter reconhecido
propriamente as proteinas nativas no ambiente intestinal, inviabilizando a ativacdo do
complemento no local. De La Fuente et al. (2006) reforcou a importancia da presenga das
glicosilagdes nas proteinas recombinantes utilizadas como antigenos vacinais, que podem levar
ao aumento de sua eficacia como antigenos vacinais. Uma alternativa para que se possa tentar

obter proteinas recombinantes com estruturas ¢ modificagdes pos-traducionais mais fi€is as
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nativas seria a utilizagao de um sistema de expressao eucarioto. A Pichia pastoris pode ser uma
boa opcao, ja que foi amplamente utilizada na expressao de antigenos utilizados na preparagao
de vacinas de uso comercial contra carrapatos (revisado por Canales et al. (2010). Outra
possivel causa para o baixo desempenho pode estar relacionada com os niveis de expressao dos
alvos durante o processo alimentar. Caso as proteinas de membrana ndo fossem secretadas em
grande quantidade no momento em que o sangue com os anticorpos chegou ao limen intestinal,
os danos ao epitélio nao teriam sido suficientemente significativos para que observassemos os
efeitos da imunizacdo. Dessa forma, se faz necessaria uma extensa avaliacdo mialdmica, ao
longo das fases do processo alimentar de fémeas e formas imaturas, para a escolha de alvos
vacinais antigénicos que estejam expostos na fase de ingurgitamento.

A proteina recombinante quimérica obteve uma boa eficacia nos ensaios vacinais. Na
analise dos diferentes pardmetros avaliados em fémeas alimentadas em camundongos
imunizados, observamos que o maior efeito ocorreu sobre a fertilidade dos ovos, de forma
parecida com os dados obtidos na vacinagdo com a recombinantes salivares. Outras proteinas
quiméricas ja foram produzidas e testadas como antigenos vacinais contra carrapatos: Peconick
et al. (2008a) desenvolveram uma proteina quimérica montada a partir de epitopos antigénicos
da Bm86 conservados em populacdes de carrapatos de diferentes regidoes do Brasil e da América
do Sul; Canales et al. (2009) desenvolveram uma proteina quimérica contendo peptideos
antigénicos da BM95 de R. microplus e a regidao N-terminal da MSPla de Anaplasma
marginale, obtendo 65,5% de eficacia contra a infestacdo de R. microplus em coelhos, resultado
superior ao obtido com a Gavac no mesmo ensaio; A proteina quimérica Q38, montada a partir
de epitopos antigénicos da Subolesina/Akirina se mostrou eficaz no controle de 1. ricinus e
Dermacentor reticulatus (Prudencio et al. 2010, Contreras & de la Fuente 2016). Entretanto, a
proteina desenvolvida por nos se difere por apresentar epitopos de sete proteinas intestinais
diferentes. Dessa forma, se espera que o hospedeiro imunizado produza anticorpos contra
grande parte delas, repercutindo no aumento do reconhecimento de antigenos no ambiente
intestinal do carrapato. Apesar do resultado satisfatorio, ainda ndo sabemos ao certo quais sao
0s epitopos que mais contribuiram para o nivel de eficacia obtido. Portanto, acreditamos que a
quimera pode ser aprimorada através da andlise dos anticorpos produzidos em animais
imunizados com o antigeno em questdao, o que nos permitiria identificar quais sdo os epitopos
que apresentam maior imunogenicidade.

A utilizacdo das proteinas recombinantes salivares e intestinais, além da quimera, em
ensaios vacinais revelou que véarias delas podem ser consideradas alvos promissores na

producao de uma futura formulacao vacinal a ser utilizada contra o carrapato estrela. Os
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resultados evidenciaram o efeito das vacinas sobre diversos parametros alimentares e
reprodutivos do carrapato, sobretudo na viabilidade dos ovos gerados pelas fémeas e na
mortalidade das ninfas. Os dados obtidos sdo encorajadores para que novos testes sejam
realizados com os antigenos, principalmente para avaliagdo de sua eficacia em diferentes
espécies de hospedeiros e também para que se possa verificar uma possivel interferéncia sobre
a transmissdo da R. rickettsii pelos vetores. Adicionalmente, testes com formulagdes compostas
por combinagdes antigénicas diferentes, poderiam ser realizados a fim de obter niveis de
eficacia ainda maiores nos ensaios vacinais, o que seria mais um passo em busca de uma vacina

comercial contra o 4. sculptum.
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7. CONCLUSOES

AsKunitz, As8.9kDa e AsBasicTail sdo expressos nas glandulas salivares de A.
sculptum durante os estagios evolutivos de larva, ninfa e adultos, além de apresentarem
regulacdo génica positiva durante o processo hematofagico. As proteinas referentes as trés
sequéncias, produzidas de forma recombinante, sdo capazes de inibir o sistema do complemento
e a cascata de coagulacdo, evidenciando a sua importancia para o sucesso no processo alimentar
do artropode. Adicionalmente as proteinas recombinantes salivares, juntamente com a
recombinante quimérica construida a partir de epitopos para células B de proteinas da
membrana intestinal apresentaram niveis de eficacia de até 92,89% contra o parasitismo
causado por A. sculptum em camundongos, se revelando como alvos promissores para o

desenvolvimento de uma formulagao vacinal a ser utilizada no controle do carrapato.
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ANEXO II
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ANEXO III

Proteina Transmembrana

MGALGISTIAPWVFPLLLWAVHRASCMTIGETAPPSAAVGQHGGALGRPSL
DSAPLLLEVVEVVTGSYDADQRQPPEMMVTNTTTLTLPPGPAKSVNPF
LLVALVVSALLVLLLGFAYVTRKTDPGDPEDAPRQPRDGSAASRHNGAFE
ODTEGGTDGSGYPSLPPSYEDVIKVPWTIWAATOQOGAFTOGTGATPPPSYE
DARRTFPFPE

CDS proteina Transmembrana
ATGGGTGCACTAGGCATCTCTACAATTGCTCCCTGGGIGTTTCCCCTTCTCCT
GTGGGCTGTGCATCGGGCGTCGTGCATGACCATAGGCGAGACGGCGCC
ACCGTCTGCCGCGGTGGGCCAACATGGCGGCGCCCTAGGACGGCC
TTCACTGGACTCGGCGCCCCTGCTGCTGGAAGTGGTGGAGGTCGT
GACGGGTTCTTACGACGCCGATCAGCGCCAGCCGCCAGAGATGAT
GGTGACCAATACGACCACGCTAACTCTGCCTCCAGGCCCCGCGAAA
TCGGTGAATCCGTTCCTGTTGGTAGCCCTGGTCGTCAGCGCTCTTCTAG
TCTTGCTGTTGGGATTCGCCTACGTGACGCGTAAGACGGACCCTGGAGA
CCCCGAGGACGCCCCGAGGCAGCCGCGGGACGGCAGCGCCGCAETCGCG
GCACAACGGTGCCTTCGAGCAGGACACCGAAGGAGGCACAGACGGGTC
CGGGTACCCGTCGCTGCCACCGTCCTACGAAGACGTCATCAAGGTTCCC
TGGACCATCTGGGCGGCGACTCAACAGGGAGCCTTTACCCAGGGCACT
GGCGCCACGCCCCCTCCTTCGTACGAAGACGCCCGGAGGACATTCCCTT
TCCCTGAGTGA

*[talico = peptideo sinal. **Negrito = Regido externa. *** Sublinhado = Regido
transmembrana.
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