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Resumo

XAVIER, Marina Amaral. Inibidores de trombina presentes na saliva do
carrapato Rhipicephalus microplus. 2014. 64f. Trabalho de Concluséo de Curso
— Curso de Bacharelado em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas.

A bovinocultura € um mercado de grande importancia no Brasil, pois desde 2004 o
pais tem um quinto de sua producéo voltada para o comércio internacional e é lider
mundial em exportacdo de carne bovina, com vendas em mais de 180 paises que,
ultrapassaram US$2,5 bilhdes no ano 2006. No entanto, existem fatores limitantes
para o desenvolvimento da bovinocultura, como a tristeza parasitaria bovina, que
possui como vetor o Rhipicephalus microplus, o qual é responsavel por transmitir
bactérias e protozoarios como agentes etioldgicos. Além dos prejuizos para saude
animal, também ha espoliacdo e danos a pele do hospedeiro, devido a cicatrizacao
no local de fixag&do do carrapato. Em 2002 o prejuizo anual causado pelo parasito foi
estimado em mais de US$2 bilhdes no Brasil, e US$70 milhdes no Rio Grande do
Sul. Este trabalho de conclusdo de curso tem como objetivos especificos revisar os
métodos de controle do carrapato dos bovinos comumente utilizados (acaricidas e
vacinas), bem como potenciais novos antigenos vacinais, obtidos através de
processos biotecnoldgicos, tendo como principal alvo a proteina trombina. A
resisténcia aos acaricidas tornou necessaria a busca por métodos alternativos de
controle do carrapato dos bovinos, levando ao desenvolvimento de vacinas. No
entanto, a principal limitacdo para o desenvolvimento de uma vacina capaz de
alcancar o grau de eficiéncia necessario a campo é a escolha de antigenos
imunoprotetores adequados. A saliva do parasito contém antagonistas do sistema de
defesa do hospedeiro, os quais quando injetados neste ativam suas atividades
anticoagulante, antiplaquetéria, vasodilatadora, anti-inflamatéria e imunomodulatéria.
A trombina € uma serino-protease de papel chave na hemostase, sendo de grande
importancia nas linhas de defesa do hospedeiro, j& que o carrapato alimenta-se
através da hematofagia. Esta enzima forma o codgulo de fibrina, induz a agregacéo
plaquetaria e regula sua prépria producao pela ativagdo de outros fatores da cascata
de coagulacao. Inibidores de trombina presentes na saliva de R. microplus j& foram
identificados. No entanto, a caracterizacdo molecular da maioria destas moléculas
se faz necessaria, para que suas funcdes sejam identificadas e seu potencial vacinal
seja testado. A identificacé@o e caracterizacdo de inibidores da cascata ja foi feita em
vérias espécies, e abre caminho para que isto ocorra também para R. microplus.
Além disso, uma vacina cruzada, que conciliasse proteinas provenientes de
diferentes espécies, poderia ser interessante pois seu amplo espectro facilitaria
alcancar diferentes escopos, inclusive outras espécies a principio ndo alvejadas.



Abstract

XAVIER, Marina Amaral. Inibidores de trombina presentes na saliva do
carrapato Rhipicephalus microplus. 2014. 64f. Trabalho de Concluséo de Curso
— Curso de Bacharelado em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas.

Cattle breeding are very important for the economy of Brazil, since 2004 the country
sells one fifth of the production in the international commerce, as well as is leader in
the world for exportation of meat. We sell to more than 180 countries, earning in
2006 US$2,5 billions. Although, there are some limiting factors for cattle breeding
development, Rhipicephalus microplus is vector of bacteria and protozoan etiologic
agents. Furthermore, the ticks cause spoliation and damage the leather of the host,
because of the healing where the tick fixes. In 2002 the annual prejudice caused by
R. microplus was estimated in more than US$2 billions in Brazil, and US$70 millions
in Rio Grande do Sul. This work has the objective of review the common methods for
controlling the cattle tick (acaricides and vaccines), as well as potentially new vaccine
antigens, obtained by biotechnology procedures, predominantly targeting thrombin.
The acaricides resistance turns on the necessity of searching for alternative methods
in controlling the cattle tick, propitiating the development of vaccines. Although, the
mainly limitation for developing a vaccine with efficiency abroad is choosing antigens
with appropriate imunoprotection. The saliva of the parasite contain antagonists of
the host defense system that, when inject, works as anticoagulant, antiplatelet,
vasodilator, anti-inflammatory and immunomodulator. Thrombin is a serin-protease
with key work in hemostasis, very important for the host defense, whereas the tick
feed is by hematofagy. This enzyme forms fibrin clot, induces platelet aggregation
and regulates its own production by activating other factors of the coagulation
cascade. Thrombin inhibitors present in the saliva of R. microplus have been
identified. Although, the molecular characterization of their majority is yet necessary,
so their functions can be recognized e the vaccine potential tested. Identification and
characterization of cascade inhibitors have been done in other ticks species, open
ways for occurrence also for R. microplus. Moreover, a cross-vaccine that conciliates
proteins of different species would be interesting, as its wide spectrum could facilitate
different scopes, including other species not yet targeted.
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1. Introducgao

De acordo com dados do Ministério da Agricultura, Pecuaria e

Abastecimento (MAPA), o Brasil possui o segundo maior rebanho bovino no mundo,

com aproximadamente 200 milh8es de cabecas. Desde 2004, o pais tem um quinto

de sua producao voltada para o comércio internacional e é lider mundial em

exportacdo de carne bovina, com vendas em mais de 180 paises que, ultrapassaram

US$2,5 bilhdes no ano 2006 (ALMEIDA; MICHELS, 2012).

No entanto, algumas doencas sao fatores limitantes para o desenvolvimento

da bovinocultura de corte e de leite nas regides tropicais e subtropicais, como a

tristeza parasitaria bovina, que tem como vetor o carrapato dos bovinos

Rhipicephalus (Boophilus) microplus e como agentes etiol6gicos os protozoarios

Babesia bovis e Babesia bigemina, e a bactéria Anaplasma marginale. O parasitismo

por R. microplus também provoca grande espoliagdo do animal e ainda causa danos

ao couro do bovino, devido a cicatrizagdo no local de fixagdo do carrapato (revisado

por FURLONG et al., 2003; ANDREOTTI, 2010; GONCALVES et al., 2011;

MOLENTO et al., 2013).

Em 1983 foi calculado que o carrapato dos bovinos acarretava perdas

anuais no Brasil em cerca de US$1 bilh&o, ja em 2002 o prejuizo anual foi estimado

em mais de US$2 bilhdes no Brasil. No estado do Rio Grande do Sul, onde ha

aproximadamente 12 milhGes de cabegas de gado, os produtores de bovinos de
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corte tém perdas de US$70 milhSes por ano, causadas pela baixa producédo de
carne, altos indices de mortalidade e ineficiéncia dos acaricidas devido ao aumento
da resisténcia as drogas disponiveis (ANDREOTTI, 2010; GONCALVES et al., 2011;
GUERRERO et al., 2012a; MOLENTO et al., 2013).

Dependendo do local e do tipo de manejo, os fazendeiros tem prejuizo anual
de cerca de US$2,5 a US$25,00 por cabeca de gado no que se refere a gastos para
0 combate ao carrapato. Estas incluem mé&o-de-obra, constru¢do e manutengéo de
instalagdes, aquisicdo de carrapaticidas e equipamentos de suporte para aplicagéo
destes nos rebanhos (PEGRAM, 2001; ANDREOTTI, 2010; MOLENTO et al., 2013).
Um estudo recente realizado por Rodrigues e Leite (2013) sobre o prejuizo causado
pelo R. microplus em gado de leite no estado de Minas Gerais mostra que esse
parasito foi responsavel pela reducdo de 6.678 litros de leite no periodo anual
analisado, uma média de 90,24 litros por vaca em producao.

Este trabalho de conclusédo de curso foi desenvolvido durante o Estagio de
Final de Curso no Laboratério de Peptideos e Enzimas Proteoliticas, localizado no
Centro de Biotecnologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, sob
orientagcdo do prof. Dr. Carlos Termignoni. Neste laboratorio, as linhas de pesquisa
visam a identificagdo e caracterizacdo de proteinas de R. microplus e seus

potenciais como antigenos vacinais contra este ectoparasito.
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2. Objetivos

Objetivo geral: revisar os inibidores de trombina que estéo presentes na saliva
do carrapato Rhipicephalus microplus e que poderiam ser utilizados como antigenos
vacinais.

Objetivos especificos: revisar os métodos de controle comumente utilizados
(acaricidas e vacinas) contra o carrapato dos bovinos, bem como potenciais novos
antigenos vacinais, obtidos através de processos biotecnolégicos, tendo como
principal alvo a trombina.

3. Biologia do Rhipicephalus (Boophilus) microplus

O R. microplus ou carrapato dos bovinos, anteriormente denominado
Boophilus microplus, é um ectoparasita hemat6fago monoxeno, ou seja, necessita
de apenas um hospedeiro para completar seu ciclo de vida, alimentando-se de
sangue, linfa e substratos teciduais, sugando de 2mL a 3mL por dia. Sua
classificagcdo taxonbmica é: filo Arthropoda, classe Arachnida, ordem Acari,
subordem Ixodides, familia Ixodidae (NEVES, 2011; VAZ JUNIOR et al., 2012).

Seus hospedeiros quase que exclusivos sé&o o0s bovinos, preferencialmente
taurinos (Bos taurus taurus) de ragas europeias (como o gado Holandés), ja que os
bovinos zebuinos de origem asiatica ou indiana Bos taurus indicus (como o gado
Nelore) mostram-se mais resistentes ao carrapato. De forma que quanto maior a

proporgcdo de genes de B. indicus em uma populagdo, maior sera a resisténcia ao
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carrapato (GOMES et al., 1989; TURNI et al., 2002). Contudo, em determinadas

situagdes outros mamiferos também sao suscetiveis ao R. microplus, como ovinos,

caprinos, caninos, equinos, cervideos e o humanos.

O ciclo de vida do R. microplus pode ser dividido em fase parasitaria e fase

de vida livre (Fig. 1). A fase parasitaria ocorre no hospedeiro bovino, podendo durar

de 18 a 26 dias, com moda de 21 dias. Inicia-se com as larvas infestantes, que se

instalam no hospedeiro e passam a metalarvas, seguido por ninfa e metaninfa.

Neste Ultimo estagio ocorre a diferenciacdo sexual, gerando neandro e

posteriormente gonandro (machos); ou metaninfa e posteriormente nedgina

(fémeas). As larvas fixam-se ao hospedeiro pelas pecas bucais e sé desprendem do

local onde se fixaram ao completarem o ciclo de vida parasitaria. As nedginas sao

fecundadas pelos machos, que ndo se fixam permanentemente ao hospedeiro, e

entdo fazem hematofagia, passando pela fase de partenégina até enfim tornar-se

teledgina que, quando totalmente ingurgitadas, caem ao solo e passam para a fase

de vida livre do ciclo. Os machos permanecem mais tempo no hospedeiro e ndo se

fixam, podendo assim acasalar com varias fémeas. Logo apds a fixacdo ao

hospedeiro alimentam-se do plasma deste e a seguir, e até completar a fase

parasitaria, o sangue é o principal alimento (ROCHA, 1997).

A fase de vida livre tem duracdo de aproximadamente 28 dias, podendo

durar até meses, variando de acordo com influéncias do ambiente, como
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temperatura e umidade. Apos completarem o ciclo de vida parasitério as teledginas

(fémeas totalmente ingurgitadas) caem ao solo, procuram um abrigo junto as raizes

da vegetacdo e inicia-se o periodo de pré-postura, que dura uma media de 2 a 3

dias. Os proximos 17 dias, aproximadamente, sdo de oviposi¢do, sendo que cada

fémea pdem de 2000 a 3000 ovos, caracterizados por serem esféricos e de

coloracéo castanha devido ao alto conteado de hemeproteinas. As fémeas morrem

ao terminarem a postura. Passados 5 a 10 dias de incubagéo ocorre a eclosdo dos

ovos. As larvas necessitam de 4 a 20 dias para que se tornem infestantes e podem

ficar de 4 a 6 meses sem se alimentarem. Quando reconhecem a presenca de um

hospedeiro, principalmente por sensores de CO,, deixam o abrigo Umido junto as

raizes e sobem nas gramineas e arbustos a espera da passagem do hospedeiro. Ao

longo do ciclo bioldgico, os carrapatos aumentam significativamente seu tamanho,

as larvas medem cerca de 1mm e as fémeas adultas podem chegar a 1,2cm; j& os

machos sdo bem menores, medindo cerca de 2mm (ROCHA, 1997; FURLONG et

al., 2003; NEVES, 2011; VAZ JUNIOR et al., 2012).

Durante o verdo e a primavera brasileiros devido as altas temperaturas e alta

umidade, a fase de vida livre tem menor duracgéo, favorecendo uma maior produgao

e eclos@o dos ovos e aparecimento das larvas no campo. Ja no inverno e outono

ocorre um prolongamento da fase de vida livre, pois a eficiéncia reprodutiva e a

ecloséo dos ovos séo reduzidas, o que leva a uma menor presenca de larvas no
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campo. Contudo, as baixas temperaturas contribuem para uma maior sobrevivéncia
das larvas. Dessa forma, nas regides Central, Sudeste e Centro-Oeste brasileiras a
sobrevivéncia do carrapato é favorecida durante o ano inteiro pela temperatura e
umidade; no entanto quando a época € seca e mais fria, este periodo pode durar

trés vezes mais. (revisado por FURLONG et al., 2003; VAZ JUNIOR et al., 2012).

\
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Figura 1 - llustracdo simplificada do ciclo de vida do carrapato dos bovinos Rhipicephalus microplus.

Adaptado de Carissimi, 1993.
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4. Controle do R. microplus

4.1 Acaricidas

Como abordado anteriormente, o parasitismo pelo carrapato dos bovinos

leva a prejuizos diretos e indiretos na bovinocultura. Os danos diretos sé@o através da

espoliacdo sanguinea e suas consequéncias (anemia, perda de peso, irritacdo,

prurido, propensdo a miiases, desvalorizacdo dos couros). As perdas indiretas estdo

relacionadas aos agentes causadores de doengas transmitidos pelo carrapato, como

a tristeza parasitaria dos bovinos, e 0s gastos gerados para tratamento dessas

enfermidades, que podem inclusive levar ao Obito do bovino. Para o controle do

carrapato utilizam-se carrapaticidas, que, quando corretamente aplicados, sé&o

eficientes (FURLONG et al., 2003).

No entanto, o uso continuo e/ou indiscriminado de carrapaticidas na tentativa

de evitar as perdas econdmicas acima descritas, leva a selecédo de populacdes de

carrapatos resistentes a essas drogas. A eliminagdo dos carrapatos sensiveis pelos

acaricias e o acasalamento entre carrapatos resistentes, gera um numero ainda

maior de individuos resistentes, evento este chamado de propagacdo do alelo

resistente por pressdo de selecdo. Além disso, quando h& resisténcia a um

determinado produto carrapaticida, esta também acontece com outros produtos da

mesma familia ou grupo quimico; ou mesmo a produtos que sejam diferentes, mas

que tenham acdo sobre o mesmo sitio (FAO, 2003; FURLONG et al.,, 2003;
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FURLONG; SALES, 2007; ANDREOTTI, 2010). Os carrapatos podem desenvolver

resisténcia a acaricida basicamente através de trés mecanismos: a) ineficiéncia do

acaricida em penetrar no carrapato; b) mudanca na metabolizagdo do acaricida; c)

alteracdes nas moléculas alvo do acaricida (FURLONG; SALES, 2007; GUERRERO

et al., 2012b).

A resisténcia no sitio de acdo do acaricida ocorre quando hd uma mutagéo

no gene que codifica para a molécula alvo da droga, sendo este tipo de resisténcia

muito comum quando se trata da classe de carrapaticidas piretroides. J& a

resisténcia metabdlica estd relacionada a capacidade do carrapato em se

desintoxicar ou sequestrar o acaricida, sendo que as enzimas das familias do

citocromo P450, esterases e glutationa-S-transferase estdo envolvidas nesse

processo (GUERRERO et al., 2012b).

A seguir seréo apresentados os grupos de acaricidas utilizados no Brasil.

Organofosforados. Derivados organicos do &cido fosférico, os organofosforados

sdo os acaricidas mais antigos utilizados no combate ao carrapato dos bovinos,

surgiram em 1955 e foram desenvolvidos para substituir os acaricidas

organoclorados. O mecanismo de acdo é através da inibicdo da enzima

acetilcolinesterase, o que leva a um aumento até um nivel téxico para carrapatos do

neurotransmissor acetilcolina, ocasionando aumento da contragdo muscular e
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consequente paralisia (FURLONG; SALES, 2007; ANDREOTTI, 2010; GUERRERO
et al., 2012b).

Amidinas. Este grupo de acaricidas foi langado no mercado em 1975. Seu
mecanismo de acdo é através da inibicdo da contragdo do oviduto da teledgina,
impedindo a postura dos ovos, devido a inibicAo de monoaminooxidases (MAO). A
toxicidade se deve ao composto produto de seu metabolismo, o N-2,4—dimetilfenil
N-metilformamidina, que € nocivo principalmente para as larvas (FURLONG;
SALES, 2007; ANDREOTTI, 2010).

Piretroides. Os piretroides comegaram a ser amplamente utilizados em 1980. Seu
mecanismo de agdo é sobre o sistema nervoso central e periférico, atuando nos
canais de sédio dependentes de voltagem. Quando se liga a estes canais prolonga
sua abertura, 0 que aumenta a permeabilidade do sédio na membrana e atrasa a
saida de potassio da célula. Este acaricida tem menor toxicidade para mamiferos do
que os organofosforados, no entanto, existem produtos no mercado que contém a
associagdo dos dois grupos de acaricidas, para que haja aumento da eficiéncia
(SODERLUND; BLOOMQUIST, 1989; FURLONG; SALES, 2007; ANDREOTTI,
2010; GUERRERO et al., 2012b).

Fipronil. Este acaricida tem mecanismo de agéo sobre 0s sistema nervoso central,

nos receptores GABAérgicos. Atua no bloqueio pré- e pos-sinaptico dos receptores
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de ions cloro, resultando em uma hiper-excitag@o neural que leva a paralisia e morte

(KIDD; JAMES, 1991; FURLONG; SALES, 2007, ANDREOTTI, 2010).

Lactonas macrociclicas. O mecanismo de acdo das lactonas macrociclicas é

através do blogueio da transmiss@o de impulsos nervosos, matando 0s carrapatos

por paralisia. Estes produtos surgiram em 1980 e s&o derivados de produtos da

fermentacé@o do fungo Streptomyces avermitiles, além disso, sdo também eficientes

contra helmintos e bernes (FURLONG; SALES, 2007; ANDREOTTI, 2010).

Fluazuron. Este carrapaticida atua inibindo a produgdo de quitina, o principal

componente da carapaca, impedindo assim a mudancga de fase e o crescimento,

além de impedir a ecloséo dos ovos (FURLONG; SALES, 2007; ANDREOTTI, 2010).

4.2.Vacinas

A resisténcia aos acaricidas tornou necessaria a busca por métodos

alternativos de controle do carrapato dos bovinos. Assim, o avango da biotecnologia

tém auxiliado nas pesquisas por uma vacina eficiente contra ectoparasitas, que vém

sendo desenvolvidas ha 30 anos. Esta metodologia oferece muitas vantagens, como

o0 custo-beneficio, a reducéo da contaminagdo ambiental, a preven¢do da resisténcia

aos pesticidas e a possibilidade de ser aplicada em uma gama de hospedeiros. No

entanto, a principal limitacdo para o desenvolvimento de uma vacina capaz de

alcancar o grau de eficiéncia necessédrio a campo é encontrar antigenos
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imunoprotetores adequados (WIKEL,1996; WILLADSEN, 2004; NUTTAL et al., 2006;

CRUZ et al., 2008; VAZ JUNIOR et al., 2012).

O controle dos carrapatos através de estratégias imunoldgicas depende da

identificacdo de antigenos imunogénicos do ectoparasito e que sejam capazes de

desenvolver uma resposta imunoldgica protetora, e também do entendimento dos

mecanismos de resposta imunoldgica do hospedeiro (WIKEL, 1996; CRUZ et al.,

2008). Duas classes de antigenos estdo associadas ao desenvolvimento de uma

resposta protetora: 0s antl'genos expostos, apresentados naturalmente ao

hospedeiro durante as infestacbes, como aqueles presentes na saliva secretada

pelo carrapato durante sua alimentagdo (CRUZ et al., 2008); e os antigenos ocultos,

gque ndo sdo naturalmente apresentados ao hospedeiro durante as infestagdes

devido a sua localizagdo no parasito, portanto ndo estimulariam a resposta

imunolégica (WILLADSEN et al., 1993; CRUZ et al., 2008). Para um antigeno oculto

ser um potencial alvo vacinal, deve estar situado aonde as imunoglobulinas possam

alcanca-lo e também ser associado a alguma funcéo vital do carrapato (NUTTAL et

al., 20086).

Quando ocorrem infestagdes em hospedeiros previamente imunizados com

um antigeno oculto, por exemplo, uma molécula presente no intestino do carrapato,

podem ocorrer danos ao parasito durante sua alimentagdo. A hematofagia carrega

0s anticorpos, componentes do complemento e células do sistema imunolégico do
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bovino que reconhecem o antigeno oculto, acarretando na lise das células alvo;
assim, alguns carrapatos morrem, enquanto outros tém sua capacidade de
alimentacéo e oviposicao reduzidas. Contudo, a exposi¢cdo ao parasito ndo mantém
estimulada a resposta imunoldgica do hospedeiro ao antigeno oculto e, portanto, é
necessaria a aplicagdo esporaddica da vacina (WILLADSEN et al., 1993;
WILLADSEN, 2004).

A hematofagia estimula a geracdo das respostas imunoldgicas inata e
adaptativa no hospedeiro. A habilidade do bovino em responder as moléculas
liberadas pelo R. microplus resulta em graus de resisténcia ao parasito (TURNI et
al., 2002). Assim, o tipo de resposta sera diferente em animais suscetiveis e
resistentes ao carrapato; a exemplo da hipersensibilidade tipo IV cutanea, que se
mostra maior em bovinos suscetiveis (BECHARA et al., 2000; VAZ JUNIOR et al.,
2012). As infestagBes naturais levam a geragéo de células T e B em bovinos, sendo
que quando ja h& resisténcia por imunidade adquirida, a resposta cutanea é
mediada por basdfilos (WINKEL, 1996). Em 1996, VAZ JUNIOR et al.,
demonstraram a presencga de imunoglobulinas funcionais de bovinos na hemolinfa
de R. microplus. Neste estudo foi observado que 2% dos anticorpos presentes no
soro do hospedeiro passam para a hemolinfa, bem como estes mantém sua
atividade por pelo menos 48 horas apés o término do ciclo biolégico em fémeas

ingurgitadas.
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O mecanismo de defesa do carrapato ao sistema imunolégico do hospedeiro
ocorre através de moléculas imunossupressoras presentes na sua saliva, que possui
como alvo os elementos essenciais para o0 desenvolvimento e expressédo da
imunidade. A saliva tem efeito sob as células T, macréfagos, neutréfilos, células
natural killer (NK) e em relagdo a qual tipo de imunoglobulina sera gerada em
resposta ao antigeno (TURNI et al., 2002).

4.2.1 Antigenos Vacinais

Duas vacinas para controle do R. microplus j&a foram lan¢cadas no mercado,
ambas na década de 90, produzidas através da tecnologia do DNA recombinante em
sistemas heterdlogos (GUERRERO et al., 2012a; VAZ JUNIOR et al., 2012). A
TickGARD foi desenvolvida por pesquisadores australianos da Divisdo de Ciéncias
Animais Tropicais da CSIRO (Common wealth Scientific and Industrial Research
Organisation) JONSSON et al., 2000), que utilizaram a bactéria Escherichia coli
para expressdo do antigeno Bm86 de R. microplus. Este antigeno, descrito por
WILLADSEN et al. (1989), é uma glicoproteina ligada a membrana presente no
intestino de teledginas ingurgitadas, com peso molecular de 89kDa. Esta foi a
primeira vacina desenvolvida contra um ectoparasito. Doze anos foram necessarios
para estudos e ensaios com aproximadamente 18 mil bovinos, até o lancamento da

TickGARD no mercado. No entanto, devido a problemas industriais e ineficiéncia,
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esta vacina foi retirada do mercado (GUERRERO et al., 2012a; VAZ JUNIOR et al.,
2012).

Em seguida, entrou no mercado a Gavac, desenvolvida pelo Centro de
Engenharia Genética e Biotecnologia de Cuba, empregando a levedura Pichia
pastoris para expressdo de uma quimera da glicoproteina Bm86 com um segmento
peptidico altamente imunogénico (DE LA FUENTE et al.,, 1999). Embora sua
aceitacdo ndo seja amplamente difundida devido as variagcdes na eficacia de
resultados, a Gavac é comercializada principalmente nas Américas do Norte e do
Sul (GUERRERO et al., 2012a; VAZ JUNIOR et al., 2012). As duas vacinas tiveram
eficacia entre 51 e 91% a campo, e essa variagdo no grau de protecdo se deve a
diferentes populagdes de R. microplus, e fatores relacionados aos bovinos, como
raca e estado nutricional (PARIZI| et al., 2012a).

O antigeno oculto Bm91 foi proposto por Riding et al. (1994) para ser
utilizado com sucesso em vacinas contra o carrapato dos bovinos. Esta proteina
estq presente nas glandulas salivares e intestino de R. microplus, e parece ter
funcdo enzimética devido ao fato de que sua sequéncia de aminoacidos tem alta
semelhanca com a enzima conversora de angiotensina de mamiferos. Willadsen et
al. (1996) utilizaram este antigeno em combinag¢do com a Bm86 para imunizacdo de

bovinos e observaram aumento da protegéo. Assim, propuseram que esta melhoria
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seria devido a Bm9l ter efeito protetor naqueles animais que respondiam
fracamente a imunizacdo com Bm86, e vice-versa (GUERRERO et al., 2012a).

Os grupos de pesquisa envolvidos no desenvolvimento de uma vacina
contra o R. microplus tém reportado e avaliado alguns antigenos potenciais, como a
glutationa-S-transferase, a cisteina-endopeptidase degradadora de vitelina, a
proteina semelhante a ferritina, catepsina, inibidores de tripsina, e alelos proximos a
Bm86 (GUERRERO et al., 2012a).

Patarroyo et al. (2002) utilizaram peptideos sintéticos com sequéncias
correspondendo a segmentos da Bm86 de R. microplus da Australia, preditos serem
antigénicos por andlise in silico, para imunizar bovinos. Dentre os antigenos
testados, o SBm7462 (contendo trés peptideos em ordem diferente & proteina
nativa) mostrou 81% eficacia, para o qual foi observada forte resposta imunolégica.
Posteriormente, Patarroyo et al. (2009) demonstraram que este antigeno é capaz de
elicitar resposta imunolégica IgG1l e de células T. Em 2008, Peconick et al.
mostraram que a vacinacdo com SBm7462 poderia ser efetiva também no Brasil,
Uruguai, Colémbia e Argentina. A conservacao dos peptideos alvos nas populagdes
de carrapatos desses paises foi observada através da analise do cDNA.

As quimeras SUB-MSP1la e Bm95-MSP1a foram estudadas por Almazan et
al. (2012) para imunizagdo de bovinos, e mostraram 81% e 64% de eficiéncia,

respectivamente. As proteinas subolisina (SUB) e Bm95 (homdéloga a Bm86) foram
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fusionadas a proteina de superficie 1la (MSPla) de Anaplasma marginale e a

expressdo das proteinas recombinantes foi feita em E. coli. O papel da subolisina

ainda ndo foi totalmente definido, mas esta proteina parece estar envolvida na

resposta inata das glandulas salivares dos carrapatos a patdégenos (ZIVKOVIC et al.,

2010).

Os carrapatos possuem duas formas de ferritinas, a isoforma 1 intracelular

(FER1) e a isoforma 2 secretada (FER2). A ultima é transportadora de ferro na

hemolinfa de carrapatos, sendo expressa em todos os estégios do ciclo de vida. O

silenciamento do gene Fer2, bem como de outros genes envolvidos no metabolismo

do ferro, por RNA de interferéncia (RNAI) resultou em impacto sobre a alimentagéo,

oviposicdo e eclosdo de larvas de carrapatos. A imunizagdo com FER2

recombinante levou a 64% de protegdo em bovinos contra R. microplus e 72%

contra R. annulatus (HAJDUSEK et al., 2010).

A aspértico-proteinase BYC (Boophilus Yolk pro-Cathepsin), presente em

ovos de R. microplus, foi estudada como potencial alvo vacinal por Leal et al. (2006).

Na sua forma nativa, a proteina tem capacidade de degradar a vitelina in vitro,

sugerindo um papel na embriogénese. Quando testada em sua forma recombinante

para imunizacdo de Bos taurus taurus da raca Hereford, mostrou eficiéncia de

protecdo de 25%. Outra proteina envolvida na embriogénese, também na

degradacgéo de vitelina, a VTDCE (Vitelin-Degrading Cysteine Endopeptidase), foi
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estudada por Seixas et al. (2008b). Esta peptidase foi capaz de gerar protecéo

imunolégica em 21% dos bovinos vacinados.

A estratégia de imunizagdo-cruzada foi estudada por Parizi et al. (2011),

utiizando a proteina glutationa-S-transferase do carrapato Haemaphysalis

longicornis (GST-HI). Esta proteina pertence a uma familia de enzimas de

biotransformacgéo envolvidas na detoxificagdo metabdlica de xenobibticos e também

de componentes enddgenos, podendo ser encontrada em diversos animais. A GST-

HI recombinante foi expressa em Escherichia coli e utilizada para vacinar bovinos

Hereford, obtendo protecdo imunoldgica de 57%.

Para melhoria da eficiéncia dos trés ultimos antigenos descritos, Parizi et al.

(2012b) propods a vacinagédo multi-antigénica, empregando BYC, VTDCE e GST-HI.

Esta composicdo de antigenos conferiu protecdo de 53% a 61% entre os dias de

ensaio 43 e 85, apesar de ocorrer decréscimo de 35% de protecdo decorridos 2

meses da Ultima imunizagdo. A utilizacdo simultanea dos trés antigenos afetou a

fisiologia dos carrapatos, levando a diminuicdo do numero de fémeas infestantes.

Com isso, bovinos infestados tiveram um ganho de peso maior do que bovinos néo

vacinados.

5. Importancia da saliva para o sucesso da hematofagia

Existem mais de 14 mil espécies de artrépodes, dentro de 14 familias, que

fazem hematofagia (RIBEIRO, 1995). Dentre os hemat6fagos, os carrapatos
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ixodideos tém como caracteristica a prolongada fixagdo para alimentacdo no
hospedeiro. Durante o processo de penetragdo da peca bucal do carrapato na pele
do hospedeiro, capilares e pequenos vasos séo lesados no local da leséo se forma
um bolsdo hemorragico, causando danos na derme e epiderme (STIBRANIOVA et
al., 2013; KAZIMIROVA, STIBRANIOVA 2013).

As defesas do hospedeiro ao parasito consiste em homeostase, para reparar
os danos causados pela picada e prevenir a perda de sangue; em imunidade inata,
atraves de resposta inflamatoria e ativagcdo do sistema complemento, podendo haver
efeito antimicrobiano e inducdo do remodelamento do tecido danificado; e em
imunidade adquirida a um antigeno especifico, j& que h& exposi¢édo repetida com o
suceder das infestacdes (STIBRANIOVA et al., 2013).

No entanto, para que ocorra sucesso na hematofagia e possa completar seu
desenvolvimento, 0 parasito necessita evadir-se dessas defesas do hospedeiro,
assim, antagonistas aos sistemas de defesa sdo injetados através da saliva. As
moléculas bioativas presentes na saliva possuem atividade anticoagulante,
antiplaquetaria, vasodilatadora, anti-inflamatéria e imunomodulatéria. Portanto, é
possivel atingir vérias vias do sistema de defesa do hospedeiro, devido a sua
redundancia (FRANCISCHETTI et al., 2009; STIBRANIOVA et al., 2013;

KAZIMIROVA; STIBRANIOVA 2013).
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Além disso, o tecido lesado pelo parasito tém suas caracteristicas
modificadas e isso facilita a transmissdo de patdgenos, que se estabelecem e
replicam-se no hospedeiro. Alguns dos organismos que utilizam os carrapatos como
vetores sdo virus (Flavivirus), bactérias de varios géneros (Ehrlichia., Borrelia.,
Coxiella., Rickettsia, Anaplasma) e protozoarios (Babesia spp., Theileria spp.)
(CIPRANDI et al., 2003; STIBRANIOVA et al., 2013).

O estudo de proteomas e transcriptomas da saliva de carrapatos permite
determinar a presenca de uma ampla variedade de proteinas na saliva, sendo
muitas delas sem similaridades com proteinas ja descritas em banco de dados como
o National Center for Biotechnology Information (NCBI). As proteinas salivares mais
abundantes sdo membro de familias multi-génicas e, algumas dessas familias s&o
conhecidas por ndo serem expressas da mesma forma durante o processo de
hematofagia, permitindo assim que o carrapato possa se evadir do sistema imune do
hospedeiro. Ainda que muitos componentes salivares j& tenham sido caracterizados,
nem todos tiveram suas func¢des esclarecidas. Por isso, identificar a fungéo de tantas
proteinas salivares é ainda um desafio (FRANCISCHETTI et al., 2009).

6. Proteases

As proteases sdo enzimas proteoliticas que atuam catalisando a hidrolise de

ligagbes ligagdo peptidicas em peptideos e proteinas, tendo como produtos

polipepeptideos menores e amino4cidos. Essas enzimas podem clivar peptideos na
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por¢céo C- ou N-terminal, as chamadas de exopetidases, ou clivar ligagdes internas

da cadeia de amino&cidos, sendo nesse caso denominadas de endopeptidases

(BARRET et al., 2004).

6.1 Serino-proteases

A classe de enzimas proteoliticas das serino-proteases € encontrada em

todos os reinos de vida celular, bem como em genomas virais. Elas se caracterizam

pela presenca de um residuo nucleofilico de serina no seu sitio ativo. O sitio ativo é

formado por uma triade catalitica composta das cadeias laterais dos aminoacidos

acido aspértico, histidina e serina. Outras triades e diades tém sido descobertas:

serina, histidina, glutamato; serina e lisina; serina e histidina; histidina, serina,

histidina (HEDSTROM 2002; GETTINS 2002). Exemplos de enzimas dessa familia

sdo tripsina, quimotripsina, elastase, trombina e plasmina, calicreina.

6.2 Cisteino-proteases

Esta classe de enzimas proteoliticas compreende moléculas que hidrolisam

ligagbes peptidicas por um mecanismo de catélise que envolve um residuo reativo

de cisteina presente no sitio catalitico. Cisteino-proteases sdo encontradas em virus,

bactérias, protozoérios, fungos, plantas e mamiferos. Geralmente, estdo envolvidas

no catabolismo intracelular de proteinas e peptideos, no processamento de pro-

enzimas e pré-horménios, na quebra de colageno e na reabsorcdo 6ssea. Além

disso, podem ser encontradas auxiliando a modulacdo da penetracdo e destruigéo
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de tecidos por células tumorais metastaticas e também durante a infeccdo por
microrganismos (BOBEK 1992; OTTO 1997). Exemplos de enzimas dessa familia
séo a papaina, catepsinas B, H, L e C.
7. Familias inibidoras de proteases
7.1 Dominio Kunitz

A familia de inibidores do tipo Kunitz compreende proteinas de baixo peso
molecular com ponto isoelétrico bésico (pl > 7) e que possuem ampla atividade
como inibidores de serino-proteases. Essas moléculas sdo pequenas, possuindo em
média 50 residuos de aminoéacidos ligados por pontes dissulfeto, conservadas nos
motivos 1-6, 2-4 e 3-5, e podem ser encontradas em uma ampla variedade de
proteinas no sub-reino Eumetazoa (CREIGHTON, 1975; BOZAS, 1995; CORRAL-
RODRIGUEZ, 2009).

Ainda, as proteinas que contém o dominio Kunitz podem ser classificadas
em: heterogéneas, quando em combinagdo com outras estruturas por exemplo, a
proteina precursora amiloide/nexina 2 protease (APP/PN2); e homogénea, quando
h& repeticbes em tandem do dominio Kunitz, por exemplo a proteina inibidora do
fator tecidual (TFPI) da coagulacéo do sangue (CORRAL-RODRIGUEZ, 2009).
7.2 Serpinas

A superfamilia das serpinas (serine proteinase inhibitors) est4d amplamente

distribuida pelos eucariotos, e recebeu esta denominacéo devido ao fato da maioria
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das proteinas identificadas serem inibidoras de serino-proteases. No entanto,
moléculas sem atividade inibitéria, como a ovoalbumina (HUNT; DAYDOFF, 1980), o
angiotensinogénio (DOLITTLE, 1983) e inibidores de cisteino-proteases e de
caspases também foram identificadas como membros da familia (GETTINS, 2002;
LAW, 2006). A grande maioria das proteinas desta familia possui como fungéo
priméria a regulacdo proteolitica de eventos que estdo associados a varias vias
bioquimicas, mas também podem atuar como transportadoras de horménios
(globulina ligadora de cortisol, globulina ligadora de tiroxina), reguladores da pressao
sanguinea (angiotensinogénio) e supressores tumorais (maspina (ZOU, 1994))
(POTEMPA, 1994; LAW, 2006).

As serpinas sdo proteinas de 330 a 500 residuos de aminoacidos que
utiizam uma grande e Unica modificacdo conformacional para inibir proteases
(LAW, 2006). Estas moléculas sdo formadas por um dominio principal, o qual
contém trés B-folhas e 8-9 a-hélices, além disso, possui um loop central reativo,
onde ocorrem as interagdes iniciais com as proteases (HUNTINGTON, 2000;
GETTINS, 2002). Desta forma, uma regido de aproximadamente 350 residuos forma
um dominio com uma conformacdo terciaria que esta conservado em todas as
serpinas. O tamanho da serpina varia em fungdo de pequenas insergbes ou
delecdes para formagdo de loops ou alongamento/encurtamento de a-hélices

(GETTINS, 2002).
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7.3 Cistatinas

A superfamilia das cistatinas compreende moléculas inibidoras de cisteino-
proteases, as quais foram subdivididas em trés familias: estefinas (tipo 1), cistatinas
(tipo 2) e cininogénios (tipo 3). Esta superfamilia tem como caracteristica a
estabilidade em altas temperaturas (acima de 100° C) e pH extremo (TURK; BODE,
1991; OTTO; SCHIRMEISTER, 1997; FRANCISCHETTI et al., 2009).

As estefinas possuem peso molecular aproximado de 11kDa (média de 100
residuos de aminoacidos) e ndo possuem pontes dissulfeto e residuos de
carboidratos. Exemplo de moléculas desta familia séo as cistatinas humanas A e B,
e cistatinas a e (3 de ratos. Similarmente, as moléculas da familia das cistatinas (tipo
2) possuem peso molecular de 12-13kDa (110-120 residuos de aminoacidos) e a
maioria das moléculas ndo possuem residuos de carboidratos, mas possuem pontes
dissulfeto na por¢éo C-terminal. Exemplo desta familia sdo as cistatinas C, D, S, SA
e SN. Ja os cininogénios possuem peso molecular maior, podendo variar de 50 a
120kDa, pontes dissulfeto e residuos de carboidratos. A cadeia N-terminal (pesada)
€ idéntica nos cininogénios, sendo a parte C-terminal (leve) o que os diferencia.
Além da funcdo como inibidor de cisteino-proteases, sdo também precursores dos
peptideos vasodilatadores calidina e bradicinina (OTTO; SCHIRMEISTER 1997;
FRANCISCHETTI et al., 2009).

8. Coagulagdo sanguinea baseada em célula
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A classica cascata de coagulacdo sanguinea foi proposta por Macfarlane

(1964) e Davie e Ratnoff (1964), na qual a coagulagdo acontece através de duas

vias distintas, intrinseca e extrinseca, ocorrendo interacdes entre proteinas, sendo a

maioria zimogénios de enzimas proteoliticas que passam a sua forma ativada por

acdo do componente anterior da via (também uma enzima proteolitica), levando a

formacdo do coagulo de fibrina. Embora o modelo em cascata tenha auxiliado

significativamente o entendimento de desordens e das interagfes entre os fatores de

coagulacéo, este néo reflete completamente o que acontece na hemostasia in vivo

(HOFEMAN, 2003a).

Uma descrigdo melhor da cascata foi proposta por Hoffman (2003a), o qual

descreveu um modelo de coagulacdo baseado em célula, ressaltando a importancia

da interagcdo entre a superficie celular e as proteinas plasmaticas para que ocorra o

inicio da coagulagédo, mantendo a ideia de que o processo é dependente de reacdes

bioguimicas e da ativacdo de fatores de coagulacdo. Neste modelo, 0s processos

fisicos, celulares e bioquimicos ocorrem em fases, e ndo em duas vias como

anteriormente apresentado. Os estagios propostos por Hoffman (2003a) sé&o

descritos a seguir e ilustrados na Fig. 2:

Fase de iniciagdo. Acontece nas células que expressam o fator tecidual (TF —

tissue factor), no entanto, este sé entra em contato com o sangue quando ha lesao

ou inflamacdo. Fibroblastos do estroma, células mononucleares, macrofagos e
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células endoteliais sdo exemplos de células que expressam TF. Quando ocorre a
lesdo, o fator VII, presente no sangue, liga-se ao TF e é rapidamente ativado por
proteases, assim formando o complexo TF/FVlla. Este, por sua vez, ativa pequenas
quantidades dos fatores IX e X. O FXa, juntamente com seu cofator FVa (pode ser
ativado pelo FXa ou por proteases ndo coagulantes), formam o complexo
protrombinase, o qual é responsavel por expressar pequenas quantidades de
trombina na superficie das células que expressam TF. Inibidores especificos, como
o TFPI (tissue factor pathway inhibitor) e antitrombina lll, localizam o FXa apenas na
superficie em que este é formado (HOFFMAN, 2003a; FERREIRA, et al., 2010).

Esta fase do processo de coagula¢do ocorre, em menor nivel, o tempo todo
no espaco extravascular, mesmo quando ndo h& lesdo, sendo este fenémeno
chamado de coagulacdo basal. Nesse caso, ndo h4 formacédo de coagulos porque
as plaquetas e o complexo FVIIINWF estdo ausentes, no entanto, quando hé lesédo
vascular, inicia-se a fase de amplificacdo (HOFFMAN, 2003a; FERREIRA et al.,
2010).

Fase de amplificacdo. Devido a lesdo, componentes do sistema hemostético, como
plaguetas, FVIII e fator de von Willebrand (VWF), tornam-se livres e entram em
contato com a trombina formada desde a fase de iniciagdo. As plaquetas ativadas
expdem receptores e sitios de ligagdo para os fatores da coagulacdo ativados, além

de liberar FV parcialmente ativado. Devido a permeabilidade de sua membrana, ha
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entrada de Ca™ e saida de substancias quimiotaticas que atraem os fatores de
coagulacdo. A trombina ativa FV e FVIII na superficie das plaquetas, dissociando o
complexo FVIIIWVWF e permitindo que o VWF plasmético atue como mediador da
adesdo e agregacgédo plaquetéaria. Além disso, a trombina também ativa o FXI, o qual
se liga com alta afinidade aos sitios expostos na superficie das plaquetas
(HOFFMAN, 2003a; FERREIRA, et al., 2010).

Fase de propagacdo. O FIXa se liga ao FVllla na superficie das plaquetas,
formando o complexo tenase (ou Xase). O FXla pode produzir uma quantidade
adicional de FIXa. O complexo tenase produz mais quantidade de FXa, e este por
sua vez, associa-se ao FVa ligado a plagueta, assim formando o complexo
protrombinase. O complexo agora formado converte protrombina em trombina, a
qual cliva o fibrinogénio e mondmeros de fibrina. A trombina formada também
converte o FXIII em FXIllla, o qual catalisa a modificagcdo covalente entre
mondmeros de fibrina, formando a rede estavel de fibrina (HOFFMAN, 2003a;
FERREIRA et al., 2010).

Fase de finalizagdo. O processo da coagulacdo deve limitar-se a area lesada para
ndo haver uma coagulacéo disseminada que levaria a bloqueio do vaso sanguineo e
a formacédo de trombos. Assim, o TFPI, secretado pelo endotélio, forma o complexo
quaternario FT/FVlla/FXa/TFPI, inativando os fatores ativados. A proteina C, uma

glicoproteina ativada pela trombina, promove a protedlise dos cofatores Va e Vllla. A
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antitrombina Ill inibe a atividade da trombina e outras serino-proteases, como FIXa,

FXa, FXla e FXlla (Hoffman 2003b; Ferreira et al., 2010).
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Figura 2 - Representacdo diagramatica da coagulagédo sanguinea pelo modelo baseado em célula.

Adaptado de Pinto et al., 2010.

8.1. Inibidores de trombina de R. microplus
A trombina é uma serino-protease de papel chave na hemostase, pois forma
o codagulo de fibrina, induz a agregacédo plaquetaria e regula sua prépria produgao

pela ativacéo de outros fatores da cascata de coagulacédo (fV, fVIII, X1 e proteina C).
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Trés sitios de ligacdo funcionais foram identificados na trombina: o sitio ativo e os
exositios | e Il (STUBBS; BODE, 1995; KAZIMIROVA; STIBRANIOVA, 2013).

O exositio | medeia a ligagdo seletiva de trombina ao fibrinogénio, fibrina,
receptor plaquetario 1 e 4, estafilocoagulase e hirudina; enquanto que o exositio I,
um cluster de residuos positivamente carregados, reconhece heparina, o receptor
plaquetario GP Ib-IX-V (as glicoproteinas Ib, IX e V formam um complexo ligado de
forma nao-covalente), dominio 2 de protrombina (CLEMETSON; CLEMETSON,
1995; BOCK et al., 2007).

O sitio ativo e a afinidade dos ligantes do exositio | sdo alostericamente
regulados pela ligacdo de Na*, o qual faz a troca da forma lenta da trombina para a
forma rapida. Nesta forma ha alta especificidade aos substratos pré-coagulantes,
fibrinogénio e receptor plaquetdrio 1, maior reatividade para anti-trombina, e
aumento da atividade de substrato. J& na forma lenta, h4 maior especificidade na
ativagdo da proteina C. Portanto, o Na’ regula as funcBes pro-coagulante e
anticoagulante da trombina (DI CERA, 2006; BOCK et al, 2007).

A primeira molécula de R. microplus inibidora de trombina foi purificada da
saliva do carrapato dos bovinos, descrita por Horn et al. em 2000, sendo chamada
de BmAP (Boophilus microplus Anticoagulant Protein). Esta proteina possui massa
molecular de 60kDa e liga-se ao sitio ativo da enzima, podendo também ligar-se a

outro sitio, ja que em ensaio de cromatografia de afinidade em coluna de sefarose
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com trombina aderida, a BmAP ligou-se a trombina quando esta estava com seu
sitio ativo bloqueado por substrato. A BmAP é capaz de inibir a atividade de
trombina sobre o fibrinogénio quando em concentragdo pelo menos 10 vezes maior
do que a enzima. Sua atividade sobre outras serino-proteases também foi testada,
mostrando inibir quimotripsina, mas necessita de uma concentracdo 500 vezes
maior do que a concentragdo de enzima, sugerindo ter esta também como alvo.

Em 2006, Ciprandi et al. identificaram um segundo inibidor de trombina na
saliva de R. microplus, um pequeno peptideo de 1,7kDa denominado de microfilina.
Diferentemente da BmAP, este peptideo inibe a enzima ligando-se ao exositio I.
Devido a este sitio ser altamente carregado positivamente, supdem-se que a
microfilina seja rica em residuos acidicos. Esta proteina inibe trombina de maneira
dependente da dose: a clivagem de fibrinogénio é inibida com ICsy de 5,5ug,
enquanto que a agregacdo plaquetaria induzida por trombina € inibida com 1Cs de
5,8u0.

Semelhantemente, em 2007 Ricci et al. identificaram a proteina BmGTI (B.
microplus gut thrombin inhibitor), que apds purificacdes apresentou dois padrdes de
bandas em SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel
Electrophoresis), de pesos moleculares de 26kDa e 22kDa. Esta proteina foi
purificada do intestino do carrapato dos bovinos, e mostrou-se eficiente em inibir, de

maneira dose-dependente, a coagulagdo do sangue (quando na presenca de 1,4ug
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de BmGTI) e a agregacdo plaquetéaria (quando na presenca de 2,8ug de BmGT]I)
induzidas por trombina. Assim como a microfilina, a BmGTI liga-se ao exositio | da
trombina, ndo mostrando inibigdo & outras serino-proteases. A presenca de
moléculas anticoagulantes na saliva e no intestino demonstra a importancia destas
para o0 sucesso da hematofagia, mantendo a fluidez sanguinea durante o
processamento do alimento.

Macedo-Ribeiro et al. (2008) identificaram e caracterizaram estruturalmente
uma proteina inibidora de trombina a partir de um extrato bruto de teledginas de R.
microplus, a qual denominaram boophilina (ndmeros de acesso no GenBank
CACB82583 e CAC82582). J&4 em 2012, Soares et al., identificaram a presenca de
boophilina no intestino médio de teledginas, através da analise do cDNA de diversos
tecidos.

A analise em espectrometria de massa MALDI-MS (matrix-assisted laser
desorption/ionisation mass spectrometry) demonstrou que a proteina tem peso
molecular de 13,9kDa, possuindo dois dominios do tipo Kunitz. A boophilina, na
concentragdo de 0,1uM, eficientemente dobrou o tempo de coagulagéo de trombina;
assim como teve efeito sobre tempo de protrombina, quando na concentracdo de
0,4uM. Quanto ao tempo de tromboplastina, mostrou-se menos eficiente,
necessitando-se de uma concentracdo de 1,7uM. A boophilina também mostrou

habilidade em inibir outras serino-proteases, como a tripsina e a plasmina
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Através do estudo do cDNA de boophilina e a expressdo da proteina

recombinante em sistema heterdlogo procarioto, foi demonstrado como ocorre a

inibicdo da trombina por esse inibidor. A cadeia C-terminal de boophilina parece

interagir com o exositio |, e a cadeia N-terminal com o sitio ativo. A ligacdo ao

exositio | ocorre para manter substratos (como a proteina C e o inibidor de fibrindlise

ativado por trombina) e inibidores em situacdo desfavoraveis a uma distancia

suficiente para que a boophilina possa ter acesso ao sitio ativo (MACEDO-RIBEIRO

et al., 2008). O silenciamento da boophilina por RNA de interferéncia reduziu em

20% a producdo de ovos em relagdo ao grupo controle (carrapatos que nao

receberam RNAI), apdés 24 e 48h. A aparente baixa eficiéncia deste silenciamento

pode ser devido a presenca de outras proteinas inibidoras do tipo Kunitz, que tem

como alvo as mesmas enzimas que a boophilina (SOARES et al., 2012).

8.2. Inibidores em outras espécies de carrapato

Inibidores de trombina e FXa s@o a maioria das proteinas anticoagulantes

descritas, pois ambas atuam em uma via comum na cascata de coagulagao

sanguinea. Diversos inibidores de trombina ja foram identificados em espécies de

carrapatos, no entanto, serao aqui apresentadas as protel’nas presentes nas

glandulas salivares ou saliva. A tabela 1 lista as demais proteinas inibidoras de

trombina, bem como de FX e FXa.
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A ornithodorina (nimero de acesso no GenBank P56409), proteina do tipo

Kunitz de 12,6kDa presente na glandula salivar do carrapato mole Ornithodoros

moubata, possui dois dominios que contém 53 e 55 aminoacidos nas cadeias N-

terminal e C-terminal, respectivamente, as quais estéo ligadas por sete residuos. A

cadeia N-terminal liga-se ao sitio ativo da trombina, enquanto que a por¢édo C-

terminal se liga ao exositio | (VAN DE LOCHT et al., 1996). Semelhantemente,

Nienaber et al. (1999) identificaram a savignina (nimero de acesso AAL37210) em

glandula salivares do carrapato mole Ornithodoros savignyi, a qual também se liga

ao sitio ativo e ao exositio . Esta molécula de 12,4kDa difere-se, na sua cadeia N-

terminal, em apenas um aminoacido da ornithodorina: o residuo 4 da primeira € uma

arginina, enquanto que segunda molécula é uma leucina. A savignina possui alto

conteddo de cisteina, e provavelmente possui estabilidade devido a pontes

dissulfeto (NIENABER et al., 1999).

Em 2003, Ilwanaga et al. descreveram duas proteinas presentes nas

glandulas salivares de Haemaphysalis longicornis, as quais n&o tém similaridade

com outras proteinas previamente descritas. Mandanina-1 (niUmero de acesso no

GenBank AAP04349) e mandanina-2 (numero de acesso no GenBank AAP04350)

possuem 79% de identidade entre elas, o cDNA delas contém ORFs de 240 e

243pb, codificando polipeptideos de 79 e 80 aminoacidos, respectivamente. Essas

proteinas de aproximadamente 6 e 7 kDa (IWANAGA et al., 2003), sé@o hidrolisadas



44

pela trombina e pelo fator Xa. Na trombina, ligam-se ao sitio ativo e s&o clivadas em

trés fragmentos de mandanina-1 e de trés fragmentos de mandanina-2, enquanto

gue a clivagem pelo FXa forma dois e trés fragmentos, respectivamente. Os

produtos de hidrolise ndo possuem atividade inibitoria, portanto, as mandaninas

parecem ter papel inibitério por competicdo com substratos naturais (FIGUEIREDO

et al., 2013).

A proteina variegina (numero de acesso P85800) foi identificada nas

glandulas salivares do carrapato Amblyomma variegatum. Este polipeptideo contém

32 residuos de aminoacidos, e sua ligacdo a trombina ocorre no sitio ativo, por

aminoacidos centrais (8 ao 14), e no exositio I, pela cadeia C-terminal (15 ao 32). A

porcdo N-terminal mostrou regular a cinética da ligacao variegina-trombina, pois a

auséncia desta cadeia fez com que a ligagéo seja mais lenta. Da mesma forma que

as mandaninas, a variegina também ¢é clivada pela trombina, formando dois

fragmentos, porém uma significativa perda da atividade inibitoria ocorre apds um

longo periodo de incubacédo de 24h (KOH et al., 2007).

Outra proteina identificada na glandula salivar de carrapato € a americanina,

no Amblyomma americanum. Esta molécula mostra inibicdo especifica reversivel a

trombina, outras proteases e serino-proteases ndo foram inibidas. Através de SDS-

PAGE, foi possivel observar uma proteina de peso molecular de 12kDa e duas

bandas, sugerindo que esta proteina possua duas isoformas ou modificagbes pos-
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traducionais, como glicosilagbes, ou ainda que seja apenas artificios da técnica

(ZHU et al., 2007).



46

Tabela 1 - Caracteristicas de proteinas inibidoras de trombina e FXa em diferentes espécies de carrapato.

Espécie Proteina Enzima Localizacao Peso NUmero de Estrutura Referéncia
alvo molecular acesso no
(kDa) GenBank
Ixodes scapularis Ixolaris FXa Glandula 15,7 AAK83022 tipo-Kunitz FRANCISCHETTI et al.,
salivar 2002; MONTEIRO et al.,
2005
Ixodes scapularis Penthalaris FXa Glandula 35 AAM93638 tipo-Kunitz FRANCISCHETTI et al.,
salivar 2004
Ixodes scapularis Salp14 FXa Saliva 13,97 serpina NARASIMHAN et al., 2002
Ornithodoros moubata TAP FXa Glandula 6 P17726 tipo-Kunitz WAXMAN et al., 1990
salivar
Ornithodoros savignyi fXal FXa Glandula 7 AAN76827 alta semelhanca GASPAR et al., 1996;
salivar com TAP JOUBERT et al., 1998
Hyalomma truncatum FXa Glandula 17 JOUBERT et al., 1995
salivar
Amblyomma cajannense Amblyomin-X FXa cDNA 13 AAT68575 BATISTA et. al., 2010
Heamaphisalys FXae Ninfa 15 IBRAHIM et al., 2001a
dromedarii trombina
Hyalomma dromedarii NTI-1 Trombina Ninfa 3,2 IBRAHIM et al., 2001b
e FXa
Hyalomma dromedarii NTI-2 Trombina Ninfa 14,9 IBRAHIM et al., 2001b

e FXa
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Boophilus calcaratus
Haemaphysalis
longicornis
Ixodes scapularis
Amblyoma americanum
Haemaphysalis

longicornis

Calcaratin

Hemalin

Ixophilin
Amblin
HLS1

Trombina

Trombina

Trombina
Trombina

Trombina

Veneno 14,5

Intestino 20
Médio

Intestino 18

Hemolinfa 18

Intestino 41
Médio

BAH02683

EEC05545
AAR97367

tipo-Kunitz

tipo-Kunitz
tipo-Kunitz

serpina

MOTOYASHIKI et al., 2003
LIAO et al., 2009

NARASIMHAN et al., 2013
LAl et al., 2004
SUGINO et al., 2003
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9. Concluséo

A necessidade de um método eficiente para o controle do carrapato dos

bovinos é evidente devido aos grandes prejuizos, causados tanto pela espoliacao

dos animas parasitados quanto pela transmissdo de doengas que podem levar a

morte do animal, & pecuéria bovina. Isso levou & intensa busca por antigenos

ocultos e expostos que possam ser utilizados em vacinas.

Inibidores da cascata de coagulacdo sanguinea mostram-se um alvo

interessante para o desenvolvimento de uma vacina contra o R. microplus. Inibidores

da trombina especialmente, pois a trombina destaca-se por estar em uma via comum

para formacdo dos coagulos e porque ativa outros fatores da cascata. A

identificacdo e caracterizacdo de inibidores da cascata ja foi feita em varias

espécies, e abre caminho para que isto ocorra também para R. microplus. Além

disso, uma vacina cruzada, que conciliasse proteinas provenientes de diferentes

espécies, poderia ser interessante pois seu amplo espectro facilitaria alcangar

diferentes escopos, inclusive outras espécies até entdo ndo alvejadas.

Da mesma forma que o organismo do hospedeiro tem seus mecanismos de

defesa redundantes, é possivel que as moléculas utilizadas pelo carrapato para o

sucesso do parasitismo também sejam redundantes, pois desempenham funcdes

muito similares. Assim, além de identificar novas proteinas, é preciso caracterizar as

proteinas j4 descritas para o melhor entendimento dos eventos de interacdo
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parasito-hospedeiro e o desenvolvimento de mecanismos eficazes de controle do

carrapato dos bovinos.
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