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INTRODUGAO

A pecuéria brasileira tem um custo anual estimado em mais de trés bilhdes de ddlares,
decorrente da infestacao de bovinos pelo carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus
(Grisi et al., 2014). Globalmente, considerando-se a populagdo mundial de bovinos em
2015, Lew-Tabor; Rodriguez-Valle (2016) estimaram as perdas econémicas causadas pelo
carrapato e pelas doencas por eles transmitidas como sendo da ordem de 22 a 30 bilhdes
de dolares anuais. Os prejuizos causados pelos carrapatos vao desde a redugéo no ga-
nho de peso, baixa conversao alimentar, queda na producédo de leite, reducéo da taxa de
natalidade, desvalorizacdo do couro, anemia e transmissé&o de agentes patdégenos como
Babesia bovis, Babesia bigemina e Anaplasma marginale (Costa, 2008). A babesiose e a
anaplasmose sdo as principais doencas transmitidas aos bovinos pelo R. (B.) microplus e
provocam graves enfermidades aos rebanhos, resultando em altos indices de morbidade
e mortalidade (Costa, 2008).

O controle da infestac&do dos rebanhos, com o objetivo de reduzir tanto o efeito direto
da acéo do parasita sobre os animais quanto a transmissao de doencas, tem sido um
desafio mundial que envolve criadores dos paises compreendidos predominantemente
nas regides tropicais e subtropicais, onde a espécie é endémica. A principal estratégia
adotada na reducgéo das infestacGes tem sido o método quimico, com a aplicagdo de
acaricidas. No entanto, esse método € parcialmente eficaz e 0 seu uso sistematico e ex-
tensivo tem levado a selecé&o de cepas de carrapatos resistentes a maioria dos principios
ativos comercialmente disponiveis, além do acumulo de residuos na carne, leite € no meio
ambiente (Andreotti et al., 2011; Guerrero et al., 2012; Klafke et al., 2017).

O alto custo associado ao seu uso, problemas de resisténcia e contaminacao de ali-
mentos e do meio ambiente com a aplicac&do de acaricidas trouxeram a necessidade da
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ado¢ao de métodos alternativos de controle do parasita, como 0 manejo das pastagens,
uso de predadores naturais e a selecdo de animais resistentes ao carrapato. O aumento
da resisténcia do hospedeiro através de sua imunizagdo também € visto como uma boa
op¢ao, por se tratar de uma tecnologia sustentavel e de menor custo, quando comparada
ao uso de acaricidas. No Brasil, o uso de vacinas para o controle do carrapato, associada
ao controle quimico racional e manejo da pastagem, poderia criar possibilidades para o
controle integrado, diminuindo os residuos no ambiente € o desenvolvimento de resistén-
cia (Andreotti et al., 2018).

Esse capitulo ira abordar a utilizacdo da transcriptdmica como ferramenta para os
estudos da interac&o carrapato-bovino, visando a identificagao de alvos voltados ao deli-
neamento de estratégias de controle do R. (B.) microplus, com énfase no desenvolvimento
de vacinas.

TRANSCRIPTOMICA DO CARRAPATO
RHIPICEPHALUS (BOOPHILUS) MICROPLUS: UMA FERRAMENTA
NA BUSCA POR FORMAS DE CONTROLE DO PARASITA

O transcriptoma pode ser definido como o repertério de moléculas de RNA, incluindo
os codificadores e ndo codificadores, transcritas em um determinado organismo, tecido
ou célula. A transcriptbmica, por sua vez, é o estudo do transcriptoma e possibilita a iden-
tificacdo dos transcritos presentes na célula em um dado momento, a determinacédo da
estrutura dos genes (sitio de iniciagcao e extremidades 5’ e 3’), a identificacdo do padr&o
de splicing e outras modificacdes pods-transcricionais e a quantificacdo das alteracées nos
niveis de expressao de cada transcrito ao longo do desenvolvimento ou sob diferentes
condi¢des de um organismo (Wang et al., 2009).

Apesar do transcriptoma se referir a todos os tipos de RNA presentes na célula, os
estudos acerca do mesmo baseiam-se, mais especificamente, na quantificacdo das mo-
léculas de RNA mensageiro (RNAm) e de micro RNAs (miRNA). De acordo com o dogma
central da biologia molecular, o RNAm é traduzido em uma proteina, e a expressao dos
genes como proteinas € o que determina, na maior parte, o fendtipo das células e dos
organismos. Os miRNAs, por sua vez - pequenas moléculas de RNA de 18 a 23 nt ndo
codificadoras, estao envolvidos na regulacao pds-transcricional da expresséo génica atra-
vés do silenciamento de RNA, o que ocorre principalmente pela sua ligagéo a regiao 3' ndo
traduzida de um RNAm alvo (Bushati; Cohen, 2007).

A transcriptdbmica tem sido aplicada em inumeras areas da pesquisa incluindo a
quantificacao da expressdo génica, o diagndstico de doencgas, a identificagdo de genes
e vias metabdlicas que respondem a estresses ambientais diversos — bidticos e abidticos,
e a descoberta da funcdo de genes e daqueles responsaveis por fenétipos particulares
(Lowe et al., 2017). Como ferramenta utilizada na compreenséo de aspectos da biologia
de R. (B.) microplus visando a identificacdo de alvos para o desenvolvimento de novas
estratégias de controle do parasita, a transcriptémica tem sido utilizada, principalmente,
na elaboracéo de catalogos de genes e na identificacdo daqueles que sdo super ou sub
expressos em um determinado tecido (Miranda-Santos et al., 2004; Costa, 2008; Carvalho
et al.,, 2010; Maruyama et al., 2010; Stutzer et al., 2013; Van Zyl et al., 2015), fase de
desenvolvimento do parasita (COSTA, 2004; Carvalho et al., 2010), durante sua intera-
¢do com o hospedeiro (Rodriguez-Valle et al., 2010; Maruyama et al., 2017), infec¢éo por
patdgenos (Zivkovic et al., 2010; Mercado-Curiel et al., 2011; Heekin et al., 2013; Bifano
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et al., 2014) e exposicado a acaricidas (Guerrero et al., 2007; Saldivar et al., 2008). A iden-
tificacdo dos genes diferencialmente expressos, entre condicdes especificas, geralmente
€ a andlise mais utilizada nos estudos que envolvem a transcriptdmica, uma vez que
esses genes sdo fundamentais para o entendimento da variacéo fenotipica entre as dife-
rentes condicdes. Ao se identificar os genes diferencialmente expressos em carrapatos
alimentados em bovinos com diferentes niveis de tolerancia ao parasita, por exemplo,
pode-se chegar ao entendimento de quais genes e vias metabdlicas estao envolvidos
no mecanismo de fixacdo do parasita no hospedeiro. Interferir no mecanismo de fixagdo
parasita-hospedeiro € uma forma de se controlar o carrapato, uma vez que esse pas-
SO é requerido para que o parasita possa iniciar o processo de alimentagdo (Maruyama
et al., 2017).

Antes da introducéo das tecnologias de geracao de dados em larga escala — 0 que ca-
racteriza a transcriptdmica, os métodos disponiveis permitiam somente a analise de alguns
transcritos individuais. Técnicas como o Northern blotting e a PCR (Reacao em cadeia da
polimerase, do inglés, Polymerase Chain Reaction) quantitativa (QRT-PCR) foram bastante
difundidas, mas eram laboriosas e permitiam a identificacéo e andlise de uma fragdo muito
pequena do transcriptoma, limitando a compreensao de como o transcriptoma é expresso
(Lowe et al., 2017).

Na década de 1980, os sequenciadores Sanger comegaram a ser usados para o se-
guenciamento de transcritos a partir de bibliotecas de cDNA construidas por meio da
enzima transcriptase reversa — as chamadas ESTs (do inglés Expressed Sequence Tags)
(Lowe et al., 2017). Largamente utilizado nos primeiros projetos genoma, 0 sequencia-
mento de ESTs possibilitou a descoberta de novos genes, a caracterizacdo de estruturas
genéticas e facilitou a anotacdo de genomas, aumentando exponencialmente a quanti-
dade de informacdes sobre diferentes organismos, incluindo R. (B.) microplus. Com o
sequenciamento das ESTs, surgiu o dbEST, banco publico de ESTs do National Center
for Biotechnology Information (NCBI - http://www.ncbi. nim.nih.gov/dbEST/), que contém
hoje mais de 76 milhées de ESTs. Destas, 58.532 correspondem a sequéncias de R. (B.)
microplus (dados de junho de 2018), o que representa uma vasta fonte de dados para
estudos que utilizam informacé&o baseada no transcriptoma na busca do entendimento de
aspectos da biologia e por candidatos a serem utilizados em estratégias de controle do
parasita. O sequenciamento de 20.417 ESTs a partir de ovos, larvas, ninfas, adultos e di-
versos 6rgdos do R. (B.) microplus deu origem ao banco de dados BmGl, contendo 8.270
sequéncias unicas do parasita (Guerrero et al., 2005), atualizado posteriormente com o
sequenciamento de outras 22.095 ESTs, o que resultou no BmiGl Version 2, com um total
de 13.643 ESTs (Wang et al., 2007). O CattleTickBase (http://cattletickbase.ccgapps.com.
au/) é outro banco de dados que contém sequéncias de genomas e transcriptomas - cerca
de 1,8Gb de sequéncias gendémicas e dados de expressdo génica gerados a partir de
varios experimentos com R. (B.) microplus conduzidos por um consorcio envolvendo o go-
verno do Estado de Queensland, o Centro de Genémica Comparativa da Universidade de
Murdoch e o Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (Bellgard et al., 2012). Uma
série de estudos, conduzidos a partir dos dados desse banco, levaram a identificacéo de
genes importantes para a sobrevivéncia do carrapato durante o processo de interacdo
parasita-hospedeiro, conforme descrito por Bellgard et al. (2012).

Como um desdobramento do sequenciamento das ESTs e da informac&o gerada por
meio dessa tecnologia, surgiram os microarranjos, ou microarrays (Schena et al., 1995).
Os microarranjos consistem de laminas sdlidas, nas quais fragmentos de cDNA, denomi-
nados sondas, sdo depositados e imobilizados de forma ordenada e em areas especificas,
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chamadas spots. Na lamina, cada spot contém milhGes de copias de um unico e de-
terminado transcrito que pode posteriormente ser identificado — o principio da técnica
baseia-se na hibridizagdo por complementaridade das moléculas de acido nucleico, que
ocorre entre a sonda depositada na lamina e o seu RNAm correspondente, transformado
em cDNA, extraido das amostras a serem analisadas e comparadas (Giachetto, 2010).
LAminas de microarranjos foram construidas a partir das sequéncias das ESTs identifica-
das e depositadas nos bancos de dados acima citados e utilizadas em estudos onde se
buscou identificar genes expressos em diferentes estagios ao longo do desenvolvimento
do parasita, em especial durante a interagdo com o hospedeiro, para o desenvolvimento
de novas estratégias de controle. Dados gerados a partir das hibridizacées de microarran-
jos com amostras de diferentes organismos e condicfes podem ser encontrados nos re-
positérios GEO (Gene Expression Omnibus) do NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/)
e ArrayExpress (https://www.ebi.ac.uk-arrayexpress/), do European Bioinformatics Institute
(EBI). Esses repositérios contam hoje com resultados gerados a partir da hibridizacao de
122 amostras de R. (B.) microplus, que incluem a comparacédo da expressdo génica em
diferentes estagios e tecidos do parasita, entre cepas resistentes e sensiveis a acaricidas,
carrapatos infectados e livres de A. marginale e B. bovis, crescidos em hospedeiros sen-
siveis e resistentes. Esses dados podem ser acessados para a mineracdo de candidatos
a alvos em estratégias de controle ou também utilizados em meta analises — analises que
integram dados gerados por experimentos independentes, o que permite a obtencéo de
mais informacdes do que aquelas extraidas de um Unico experimento.

Em meados dos anos 2000, a introdugdo das tecnologias de sequenciamento de pro-
xima geracao — NGS (do inglés Next Generation Sequencing) revolucionou a transcripté-
mica através do RNA-Seq, o sequenciamento de cDNA em escala massiva. Comparado
ao método de Sanger, as novas tecnologias de sequenciamento inovaram ao usar siste-
mas livres de células para a construcédo das bibliotecas. No entanto, o principal avanco
certamente foi obtido com a capacidade de producdo de um volume extraordinario de
dados a um custo baixo (Metzker, 2010). Por proporcionarem uma cobertura do trans-
criptoma sem precedentes, as tecnologias NGS possibilitaram um desenvolvimento
importante no estudo das interacdes carrapato-hospedeiro ao permitirem a analise quan-
titativa da dindmica da expressao génica e a deteccdo de um grande ndmero de novos
transcritos, devido & sua capacidade de detectar genes poucos expressos (Chmelar
et al., 2016).

O RNA-Seq baseia-se na conversdo dos transcritos em moléculas de cDNA, as quais
s&o sequenciadas diretamente por meio de uma abordagem de sequenciamento paralelo
massivo e em grande profundidade (Mortazavi et al., 2008). Dependendo da plataforma
a ser utilizada, as moléculas de cDNA podem ou n&o ser amplificadas antes do sequen-
ciamento e uma vez gerados, os trechos de sequéncias obtidos sdo mapeados contra
um genoma ou transcriptoma de referéncia para deducéo da estrutura e dos niveis de
expressdo de um dado transcrito na amostra (Marguerat; Bahler, 2010; Westermann et
al., 2012; Costa-Silva et al., 2017). Por meio de métodos estatisticos e de aprendizado de
maquina, os genes diferencialmente expressos s&o identificados e avaliados dentro de um
contexto biolégico (Costa-Silva et al., 2017).

Comparado aos microarranjos, o RNA-Seq apresenta uma série de vantagens, como a
identificacdo de isoformas e deteccao de novos transcritos (0s microarranjos limitam-se a
analisar o conjunto de transcritos presentes na lamina), expressao alelo-especifica e iden-
tificacdo das jungdes do splicing. A técnica possui também um ruido (ou background do
sinal) muitas vezes menor do que o decorrente da hibridizac&o cruzada dos microarranjos
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(Wang et al., 2009; Zhao et al., 2014). Isso tudo resulta em uma elevada sensibilidade,
maior faixa de deteccao da expressdo génica e maior poder discriminatério (Westermann
et al., 2012). No entanto, em func&o de sua popularidade na comunidade cientifica, rela-
cao custo-beneficio e facilidade da analise, os microarranjos ainda permanecem sendo
largamente utilizados na andlise de transcriptomas (Rai et al., 2018).

CONMPREENDENDO A BIOLOGIA DO PARASITA — RESULTADOS
OBTIDOS COM A ANALISE DO TRANSCRIPTOMA E DOS
CANDIDATOS IDENTIFICADOS

O entendimento da interac&o parasita-hospedeiro é o principal passo para o desen-
volvimento de novas formas de controle do R. (B.) microplus (Parizi et al., 2009). Quando
as células de um hospedeiro sdo submetidas a infeccdo por agentes diversos em sua
complexidade, tem inicio uma cascata dinamica de eventos que culminam na alteracéo
dos padrdes de expressao génica em ambos 0s organismos, 0 que leva a adaptagao e
persisténcia do patégeno ou sua remogéo do hospedeiro através de uma resposta imune
(Westermann et al., 2012). Até agora, os experimentos utilizando a transcriptdmica no es-
tudo da interac&o carrapato-bovino tém sido focados ou no parasita, ou no hospedeiro, o
que certamente tem desvendado aspectos da fisiologia do parasita e do sistema imune
do hospedeiro e aumentado o nosso entendimento acerca dos mecanismos envolvidos
nessa interacgao.

Os bovinos apresentam respostas contrastantes a infestacdo com R. (B.) microplus e
espécies de carrapatos relacionadas, como consequéncia da co-evolugdo dos animais
resistentes com o parasita (Ali et al., 2017). Animais de racas taurinas - Bos taurus taurus,
sao largamente preferidos pelos carrapatos em comparagéo aos animais de ragas zebuinas
- Bos taurus indicus. Em animais cruzados, quanto maior a contribuicao da raca zebuina,
maior a resisténcia ao carrapato (Oliveira; Alencar, 1990). Dessa maneira, um entendimento
mais abrangente dos mecanismos moleculares que regulam o estabelecimento do processo
de interagdo do parasita com o hospedeiro pode ser obtido se forem considerados os efeitos
ambientais que permeiam a selecdo do hospedeiro pelo carrapato, como o impacto da raca
do animal sobre a sua expresséo génica (Rodriguez-Valle et al., 2010). O conhecimento da
natureza dos mecanismos da resposta imune desencadeados pelo parasita em hospedeiros
resistentes e susceptiveis € de extrema importancia quando se busca o delineamento de
uma vacina como forma de controle do carrapato (Garcia, 2009).

Nesse contexto, Carvalho et al. (2010) verificaram que bovinos hospedeiros suscepti-
veis ao R. (B.) microplus apresentaram um aumento no tempo de coagulagdo do sangue
nas imediacdes do local da picada do carrapato, quando comparado com a pele nao
ferida. Por outro lado, o tempo de coagulacédo do sangue no local da picada em bovinos
geneticamente resistentes foi menor do que na pele intacta. Avaliando a expressao de
transcritos que codificam para proteinas putativas anti-hemostaticas na glandula salivar
do parasita, 0s autores encontraram uma super expressao desses transcritos na glandula
salivar de ninfas e machos alimentados nos animais susceptiveis, o que indica que, no
fendtipo resistente, maiores quantidades de células anti-inflamatérias foram recrutadas € a
expressado de moléculas anticoagulantes foi reduzida nas glandulas salivares, dificultando
a refeicdo de sangue pelos carrapatos.

Franzin et al. (2017) utilizaram a tecnologia de RNA-Seq para comparar as diferencas
na expressao génica de larvas, ninfas, glandulas salivares e larvas provenientes de fémeas
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de R. (B.) microplus alimentadas em bovinos das ragas Nelore e Holstein, e verificaram um
aumento no numero de transcritos de evasinas, proteinas imuno supressoras, lipocalinas
e reprolisinas metaloproteases associados ao hospedeiro susceptivel (Holstein). Por outro
lado, houve um aumento na expressédo de chitinases e cisteina proteinases relacionadas
aos animais resistentes. As evasinas sao proteinas ligantes de quimiocinas, envolvidas na
inibicdo do recrutamento de células imunes, o que é essencial para o desenvolvimento da
reposta imune no hospedeiro (Bonvin et al., 2016) e as lipocalinas pertencem a classe de
proteinas ligantes de histamina que s&o secretadas no momento da alimentacéo do para-
sita para superar a resposta anti-inflamatéria do hospedeiro (Sangamnatdej et al., 2002).

Rodriguez-Valle et al. (2010) utilizaram um microarranjo elaborado a partir das ESTs
depositadas no banco BmGI (Wang et al., 2007) para comparar a influéncia de racas
bovinas susceptiveis (Bos taurus) e resistentes (Bos indicus) ao carrapato sobre o trans-
criptoma de larvas e fémeas adultas do R. (B.) microplus. Ao analisarem um total de
13.601 transcritos, os autores identificaram um ndmero maior de genes diferencialmente
expressos envolvidos na adeséo do carrapato, proteases requeridas para a digestdo do
sangue, proteinas relacionadas a adaptacdo ao estresse oxidativo e de defesa contra
mediadores no hospedeiro, nas larvas crescidas em contato com o hospedeiro resistente.
Serpina 2, lipocalinas e proteinas de ligagdo a histamina foram super expressas nessas
larvas, a exemplo do que foi observado nos resultados de Franzin et al. (2017). Partindo
da premissa de que transcritos que codificam para proteinas salivares importantes para o
parasitismo sdo mais expressos quando 0s carrapatos sdo alimentados em hospedeiros
susceptiveis, Maruyama et al. (2017) compararam bibliotecas de ESTs construidas a partir
de glandulas salivares e larvas provenientes de fémeas alimentadas em bovinos suscep-
tiveis e resistentes ao parasita. Os autores identificaram e testaram quatro candidatos
a partir dos genes super expressos nos carrapatos obtidos em hospedeiros resistentes
- proteinas com similaridade a proteinas ricas em glicina, inibidores de serina proteases e
metaloproteases, e elaboraram uma vacina multicomponentes, contendo quatro proteinas
recombinantes obtidas a partir dos genes identificados, a qual reduziu a infestacado de
bovinos susceptiveis, com uma eficacia de 73,2%.

Os carrapatos sé8o ectoparasitas que praticam hematofagia obrigatéria. Processos
associados a adeséo do parasita ao hospedeiro, hematofagia continuada, digestéo intra-
celular de grandes volumes de sangue e 0 processamento do sangue digerido em uma
grande quantidade de ovos depositados pelas fémeas ingurgitadas estao associados a
evolucdo e adaptacdo do parasita aos hospedeiros (De La Fuente et al., 2016). Durante
a hematofagia, as glandulas salivares secretam uma grande variedade de moléculas bio-
logicamente ativas com propriedades imunossupressoras, que garantem a continuidade
da alimentacao, além de facilitar a transmisséo de patégenos (Kazimirova; Stibraniova,
2013). Por essa razdo, os componentes da saliva do carrapato tém atraido atencdo na
prospeccao de antigenos candidatos a vacinas e o numero de moléculas identificadas nas
glandulas salivares, principalmente com o uso de técnicas de sequenciamento de RNAmM
em larga escala, tem aumentado dramaticamente (Chmelar et al., 2016).

Vacinas derivadas de antigenos da glandula salivar podem bloquear a adeséo e ali-
mentagcao do carrapato pela estimulacéo de uma resposta imune do hospedeiro e neutra-
lizagdo das moléculas secretadas (Leal et al., 2017). Mecanismos de evaséo do sistema
imune do hospedeiro mediados pela secrecédo salivar foram descritos em diferentes
espécies de carrapatos e revisados por Chmelar et al. (2016). Nesses estudos, uma série
de proteinas foi identificada, sendo as metaloproteases largamente citadas. As metalopro-
teases sdo essenciais a diversas fungdes bioldgicas em organismos hematéfagos, onde
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estado envolvidas com a inibicdo da coagulagédo do sangue, degradacgao de proteinas da
matriz extracelular e inibicdo do reparo do tecido do hospedeiro via atividade antiangiogé-
nica (ALl et al., 2015), funcdes consideradas cruciais para a manutencédo da hematofagia,
sendo sua super expressao nas glandulas salivares correlacionada com a ingestao de
sangue pelo parasita (Harnnoi et al., 2007; Barnard et al., 2012).

A busca por antigenos presentes na saliva € uma estratégia que tem sido largamente
utilizada também no desenvolvimento de vacinas contra outros artréopodes, como 0S mos-
quitos vetores de arbovirus que causam doencas importantes em humanos, como o Zika
e o chikungunya (Manning et al., 2018). Assim como acontece com o carrapato, a saliva
secretada pelos mosquitos contém compostos ativos que facilitam a transmissao de pa-
tégenos aos hospedeiros (Pingen et al., 2016). A abordagem de desenvolver uma vacina
contra o vetor tem se mostrado bastante interessante, uma vez que apresenta vantagens
as vacinas desenvolvidas especificamente contra os arbovirus: ela perpassa uma série de
limitaces, como a diversidade existente entre os arbovirus, 0 que demanda a existéncia
de vacinas especificas. Vacinas elaboradas contra os mosquitos vetores podem ser uma
das solucdes contra as doencas transmitidas por eles, com a vantagem de terem como
alvo somente uma variavel, a saliva do mosquito (Conway et al., 2014).

Os bancos de dados de ESTs constituem uma importante fonte para a busca de novos
alvos moleculares para o controle do carrapato. A busca nesses bancos por sequéncias
anotadas como similares a metaloproteases foi o inicio de uma abordagem que levou
a identificacdo de candidatos interessantes por Ali et al. (2015). Os autores imunizaram
bovinos com a metaloprotease BrRm-MP4 recombinante e verificaram uma redugédo no
numero de fémeas ingurgitadas e na taxa de oviposicao e eclosdo dos ovos, resultando
em uma prote¢ao aos animais vacinados em torno de 60% e evidenciando o papel da
proteina como antigeno imunoprotetor. Utilizando a mesma abordagem, Rodriguez-Valle
et al. (2012) alimentaram fémeas de R. (B.) microplus com soro anti-RMS-3, uma serpina
expressa nas glandulas salivares do parasita e verificaram reduc&o no peso dos ovos € na
porcentagem de transformacéo das larvas.

Utilizando ESTs disponiveis no NCBI e no banco de dados BmGI (Wang et al., 2007),
Stutzer et al. (2013) delinearam um microarranjo para comparar a expressdo génica na
glandula salivar, intestino e ovarios de fémeas de R. (B.) microplus e identificaram um total
de 588 transcritos compartilhados entre os tecidos durante a alimentagc&o no hospedeiro
bovino, além de transcritos super expressos de maneira especifica em cada tecido. Entre
esses, foram identificados, na glandula salivar, transcritos que codificam para proteinas
de defesa e anti-hemostaticas, necessarias a alimentacéo do parasita, proteases, enzimas
e transportadores para digestao e aquisicdo de nutrientes a partir do sangue ingerido, no
intestino, e proteinas e fatores envolvidos na replicacdo do DNA e controle do ciclo celular
da ovogénese nos ovarios. Os resultados obtidos, além de promoverem o avanc¢o no co-
nhecimento com relagdo a biologia do carrapato, constituem um repositério para a busca
a identificac&o de novos alvos para o desenvolvimento de novas estratégias de controle.

Durante a alimentagcdo do carrapato, o sangue do hospedeiro concentra-se no in-
testino, de modo que o parasita consegue ingerir varias vezes 0 seu peso em sangue
de uma unica vez. Ao longo da coevolucéo, os carrapatos desenvolveram estratégias
para lidar com o ferro e a heme liberados apds o sangue ter sido digerido e cujo exces-
so deve ser detoxificado e excretado. Assim, o mecanismo de protecdo contra o dano
oxidativo causado pela ingestao de grandes quantidades de sangue € 0S mecanismos
que se opbem as defesas hemostaticas do hospedeiro sao elementos importantes nas
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estratégias direcionadas a descoberta de novas moléculas como potenciais candidatos
ao desenvolvimento de uma vacina contra o carrapato (Parizi et al., 2009). Apesar de ser
um elemento inorganico indispensavel a maioria dos organismos, o ferro também participa
da formacgéo de radicais toxicos que causam danos a proteinas, lipideos e ao DNA, e sua
homeostase € mantida por um conjunto de proteinas que regulam sua captacao, utiliza-
¢ao, transporte e armazenamento (Hentze et al., 2004; Hamza; Dailey, 2012;), potenciais
candidatas ao desenvolvimento de vacinas contra o parasita. Durante esse processo, a
hemoglobina é digerida e detoxificada no intestino do parasita (Sojka et al., 2013) e as
proteases do hospedeiro sdo neutralizadas (Hajdusek et al., 2009). O ferro ndo heme é
sequestrado pela ferritina, uma proteina de armazenamento de ferro que desempenha um
papel essencial na homeostase do ferro durante a alimentacado do parasita, prevenindo
sua toxicidade (Galay et al., 2014). A ferritina 2 (Fer2), que parece nao ter um ortélogo
funcional em vertebrados, foi caracterizada como uma proteina especifica do intestino
secretada na hemolinfa do parasita, onde age como um transportador (Hajdusek et al.,
2009). O silenciamento dessa ferritina 2 (RmFER2) por meio de RNAI e a vacinacdo com
a proteina recombinante resultou em reducédo na alimentacéo, oviposicao e fertilidade
em R. (B.) microplus, além de Rhipicephalus annulatus e Ixodes ricinus (Hajdusek et al.,
2009, 2010), evidenciando o potencial uso dessa proteina como candidata a antigeno
protetor. A Fer2 apresenta atributos esperados para um antigeno oculto ideal, uma vez
que nao esta presente no hospedeiro mamifero, é codificada por um Unico gene (ndo ha
problemas de redundancia), é expressa no intestino, podendo interagir com anticorpos a
partir da hematofagia em hospedeiro vacinado e a proteina recombinante tem se mostrado
altamente imunogénica (De La Fuente et al., 2016). O fato de serem proteinas envolvidas
no processo digestivo, e localizadas no intestino do parasita, consideradas antigenos
ocultos, que podem manter-se escondidos do sistema imune do hospedeiro (Nuttall et
al. 2006) e assim se sobrepor aos seus efeitos imunomoduladores de defesa (Heekin et
al.,, 2013), faz desses candidatos alvos muito interessantes para o desenvolvimento de
vacinas. A glutationa S-transferase (GST) € outra enzima que possui papel fundamental no
mecanismo celular de detoxificacdo de compostos xenobidticos e enddgenos (Agianian
et al., 2003), garantindo o sucesso do ingurgitamento das fémeas e sobrevivéncia do
carrapato (Silva Vaz Jr et al., 2004). O potencial de protecdo de uma GST recombinan-
te de Haemaphysalis longicornis foi avaliado em bovinos contra infestagées com R. (B.)
microplus € os animais imunizados apresentaram uma reducdo de 50% no numero de
fémeas adultas ingurgitadas (Parizi et al., 2011).

Uma fragéo significativa das imunoglobulinas ingeridas durante a alimentacéo do carra-
pato mantém sua atividade biolégica ao longo da passagem pelo intestino, hemolinfa e glan-
dulas salivares (Kumar; Ghosh, 2016). Isso possibilita que potenciais alvos a uma resposta
imune protetora também incluam antigenos presentes nos 6rgaos internos, que entrarao
em contato com anticorpos, como antigenos dos ovarios (Lew-Tabor; Rodriguez-Valle et al.,
2016). Genes expressos durante a embriogénese e vitelogénese representam candidatos
importantes para o controle do parasita, uma vez que, com a oviposicao afetada, pode-se
esperar uma reducgdo nas populagdes de carrapatos no ambiente (SEIXAS et al., 2012; ALI
et al., 2015; De La Fuente et al., 2016). Esses processos sao regulados por uma série de
proteinas, incluindo inibidores de serino proteases (SPI) (Blisnick et al., 2017). Andreotti et
al. (2002) mostraram uma reducéo de 69,7 e 71,3% no ndmero de fémeas ingurgitadas e
no peso dos ovos, respectivamente, em fémeas de R. (B.) microplus apds imunizacao de
bovinos com inibidores de serino proteases denominados de BmTls, confirmando o papel
crucial dessas proteinas na producgéo e desenvolvimento dos ovos.
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TRANSCRIPTOMICA NA IDENTIFICAGAO DE ALVOS
PARA O DESENVOLVIMENTO DE ACARICIDAS

Como mencionado, o foco deste capitulo é a utilizacdo da transcriptdmica na iden-
tificacdo de candidatos para vacinas. No entanto, o uso de acaricidas como estratégia
de controle do carrapato é uma alternativa que também tem evoluido na identificacdo de
alvos com o auxilio da transcriptémica.

A maior parte dos acaricidas tem como alvo o sistema nervoso do carrapato (Lees;
Bowman, 2007), o que faz com que o entendimento dos seus componentes, especifi-
camente moléculas sinalizadoras e seus receptores seja requerido para a identificacédo
de novos alvos para o desenvolvimento desse tipo de estratégia de controle (Guerrero
et al., 2016). Utilizando a tecnologia de RNA-Seq para a obtencdo do transcriptoma de
singanglios de R. (B.) microplus, Guerrero et al. (2016) identificaram sequéncias codi-
ficadoras de membros da super familia de receptores acoplados a proteina G, a partir
de estratégias baseadas em similaridade estrutural e similaridade de sequéncia, obtendo
um vasto banco de dados de proteinas preditas, as quais podem contribuir para estudos
relacionados a neurobiologia do parasita, como objetivo de se desenvolver novas formas
de controle. A partir de um microarranjo construido a partir de sequéncias depositadas no
banco de dados BmGI (Wang et al., 2007), genes diferencialmente expressos envolvidos
no processo de digestdo do sangue do hospedeiro - uma legumaina e uma glutationa
S-transferase, foram identificados em larvas de R. (B.) microplus expostas aos acaricidas
cumafoés, permetrina, amitraz e ivermectina e associados ao mecanismo de resisténcia do
carrapato aos acaricidas (Saldivar et al., 2008).

VACINOLOGIA REVERSA

Em 1994, foram lancadas as primeiras vacinas comerciais contra o R. (B.) microplus,
a australiana TickGard® e a cubana Gavac™, ambas desenvolvidas com a glicoproteina
Bm86 como antigeno. A Bm86, isolada do intestino de R. (B.) microplus em 1989 (Willadsen
et al., 1989), é capaz de induzir uma resposta imune do hospedeiro, resultando em uma di-
minuicdo progressiva da eficacia reprodutiva do carrapato, com redu¢c&o no nimero, peso
e na capacidade de postura de fémeas ingurgitadas, sendo o seu maior beneficio a redu-
¢ao do numero de larvas nas geracdes subsequentes (Willadsen et al., 2006). As vacinas
baseadas no antigeno Bm86 tém mostrado eficacia contra infestagdes de R. (B.) microplus
e Rhipicephalus annulatus (Lew-Tabor; Rodriguez-Valle, 2016) e induzem uma protec&o
parcial contra outras espécies de carrapatos, como Boophilus decoloratus, Rhipicephalus
appendiculatus, Rhipicephalus sanguineus, Hyalomma anatolicum e Hyalomma dromeda-
rii (Rodriguez-Valle et al., 2012). No entanto, a adoc¢&o das vacinas foi limitada, devido ao
seu efeito obtido em longo prazo — o que requeria a aplicacdo associada de acaricidas
para a reducdo da carga parasitaria, e ao fato das mesmas nao serem efetivas contra
todos os estagios de vida do parasita, além de terem apresentado baixa eficacia contra
algumas cepas regionais de R. (B.) microplus (Garcia-Garcia et al., 2000; Andreotti, 2006).
Desde 2010, a TickGard®n&o tem sido mais comercializada.

Tradicionalmente, as vacinas sao desenvolvidas, de maneira empirica, por meio do iso-
lamento, inativacdo e injecdo do agente patogénico (ou parte dele) causador da doenca,
no hospedeiro. Ha cerca de 20 anos, com o advento do sequenciamento dos genomas,
a descoberta de alvos para a obtencdo de vacinas passou a ser feita diretamente a partir
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da sequéncia do genoma do patdégeno. A estratégia, denominada de vacinologia reversa,
publicada pela primeira vez por Rino Rappuoli, foi baseada originalmente no screening in
silico do genoma de um patdgeno para identificar genes que codificam proteinas com atri-
butos para serem alvos de vacinas, como por exemplo, proteinas preditas como expostas
na superficie e conservadas entre as cepas (Rappuoli, 2000). As proteinas selecionadas
eram entdo expressas em Escherichia coli e usadas para imunizacdo de camundongos e
avaliacdo daimunogenicidade e protegao, com base na analise dos anticorpos produzidos.

Ao longo de quase duas décadas, a metodologia evoluiu. Hoje, utilizando ferramen-
tas de bioinformatica, ndo s6 os genomas, mas pangenomas (Serruto; Rappuoli, 2006;
Tettelin, 2009; Zeng et al., 2017), transcriptomas e proteomas (Revelli et al., 2009; Villar et
al., 2017) de patégenos sao interrogados in silico, na busca por potenciais alvos para o
desenvolvimento de vacinas. As proteinas preditas sdo selecionadas com base em atri-
butos desejaveis, associados com inducéo de imunidade (He et al., 2010), obtidas como
proteinas recombinantes e testadas in vitro e in vivo, para se determinar a imunogenicida-
de e o nivel de protecao (Seib et al., 2012). Hoje, na area de saude humana, a denominada
“vacinologia reversa 2.0” ja € uma realidade: a descoberta em larga escala de anticorpos
protetores, o sequenciamento do repertério de células B e a crescente caracterizagao
estrutural de antigenos protetores e epitopos tém possibilitado o entendimento molecular
de mecanismos para direcionar a descoberta de novas vacinas de uma forma jamais ima-
ginada (Rappuoli et al., 2016).

A eficécia da vacinologia reversa tem sido demonstrada por meio do desenvolvimen-
to de vacinas para uma série de patégenos, principalmente bactérias e virus (Rappuoli,
2000; Sette, 2010). A primeira vacina obtida por meio dessa metodologia, desenvolvida
contra a doenca meningocoécica invasiva, causada pela bactéria Neisseria meningitidis
sorogrupo B, foi recentemente patenteada (O’ryan et al., 2014) e liberada para uso na
Europa (Andrews; Pollard, 2014).

A demora na utilizagdo da vacinologia reversa para o desenvolvimento de vacinas
contra parasitas, comparada aos avancgos ja observados em vacinas bacterianas e virais,
reside no fato de que poucos genomas de parasitas foram sequenciados até o momento.
No entanto, o recém-publicado draft do genoma do R. (B.) microplus, obtido por meio da
estratégia de sequenciamento hibrido PacificBiosciences/lllumina, ira possibilitar inimeras
aplicagdes, incluindo o entendimento de sua biologia, a transmisséo de patdgenos e o
delineamento de novas estratégias para contornar a resisténcia do parasita aos acaricidas
(Barrero et al., 2017).

A grande vantagem de se ter um genoma num pipeline de vacinologia reversa é que
este contém todo o repertdrio de genes que um patdégeno pode expressar como antigeno
(Goodswen et al., 2012). No entanto, a identificacdo de antigenos protetores candidatos
com base em dados transcriptébmicos e protedmicos tem sido realizada com base na infor-
macéao presente nos repositorios e artigos publicados.

As ferramentas de vacinologia reversa executam buscas por proteinas e dominios
presentes na interface molecular parasita-hospedeiro (porgcéo extracelular) e capazes de
serem reconhecidos pelo sistema imune do hospedeiro (presenca de epitopos lineares
de células T e B). Ferramentas computacionais tém sido desenvolvidas para predizer
dominios de proteinas, sinais de secrecéo, hélices transmembrana, ancoras GPI (glico-
silfosfatidilinositol) e localizac&o celular. No entanto, ainda faltam ferramentas especificas
para analises dessa natureza em ectoparasitas, sendo a maioria delas desenvolvidas com
base na descoberta de antigenos virais e bacterianos (De La Fuente et al., 2016).
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Atualmente, os algoritmos mais usados para predizer epitopos do complexo de his-
tocompatibilidade principal (MHC) bovino (I e Il) sdo baseados em alelos humanos e
murinos (Lew-Tabor; Rodriguez-Valle, 2016). Os epitopos (ou determinantes antigénicos),
sequéncias de residuos de aminoacidos presentes no antigeno, que participam diretamen-
te das interacGes antigeno-anticorpo (Pellequer et al., 1993), constituem a estrutura minima
reconhecida pelo sistema imune (Korber et al., 2006) e o reconhecimento dos epitopos
pelas células B e T consistem no cerne da resposta imune do hospedeiro ao carrapato
(Vivona et al., 2008). Os epitopos tém sido uma alternativa interessante no desenvolvimen-
to de vacinas, por serem potencialmente mais especificos, seguros e faceis de produzir do
que as vacinas tradicionais, e o uso de multiplos epitopos em uma vacina tem se mostrado
uma alternativa interessante, pelo seu potencial em estimular no hospedeiro uma reposta
imune mais robusta (Villar et al., 2017).

Vacinologia reversa na identificacao de alvos contra o R. (B.) microplus

Embora o genoma do R. (B.) microplus s6 tenha se tornado disponivel agora, varios
pipelines baseados em vacinologia reversa foram desenvolvidos e utilizados em estudos
visando o desenvolvimento de vacinas (De La Fuente et al., 2005; Lew-Tabor et al., 2010;
Guerrero et al., 2012; Maritz-Olivier et al., 2012; Diaz-Martin et al., 2015). No entanto, ape-
sar de todos os esforgos e resultados potencialmente promissores, ndo existe hoje uma
vacina altamente efetiva e/ou largamente aceita para a prevengao das infestacées com R.
(B.) microplus (Lew-Tabor; Rodriguez-Valle, 2016). O desenvolvimento de vacinas contra
o carrapato e doencas por ele transmitidas sera largamente melhorado por estratégias
que tém inicio com o entendimento da interacao parasita-patdégeno-hospedeiro, termi-
nando com a caracterizacdo e validacdo das formulagdes das vacinas (De La Fuente;
Merino, 2013). O conhecimento de como 0s genes s80 expressos durante a interacdo
com o hospedeiro é de fundamental importancia para o desenvolvimento de uma vacina,
e as proteinas expressas ao longo da infeccao representam os antigenos protetores mais
efetivos para a sua composicéo (Kules et al., 2016).

A descoberta de novos antigenos que apresentem minima variabilidade genética entre
populagdes de R. (B.) microplus poderia aumentar a eficacia da vacinacdo e reduzir a
variagao no nivel de protecdo proporcionado pelas vacinas baseadas na proteina Bm86
(Parizi et al., 2012). A facilidade na obtencéo de genomas de diferentes cepas e espécies
de carrapatos, com o advento das novas tecnologias de sequenciamento, ira possibilitar
estudos sobre a estrutura da populacédo do parasita, o que permitira a identificacao de
antigenos com amplo espectro de cobertura (Donati; Rappuoli, 2013). Além disso, uma
outra estratégia para se aumentar a eficacia da vacina poderia ser a combinag¢ao de dois
ou mais antigenos (Willadsen et al., 2008), conforme comprovaram resultados de experi-
mentos nos quais misturas de antigenos, incluindo a Bm86, foram mais eficazes do que
0 uso de somente uma molécula (Willadsen et al., 2004). De acordo com Goodswen et
al. (2012), moléculas candidatas a induzirem a resposta imune esperada deveriam ser
derivadas de proteinas presentes na superficie do patdégenos, excretadas ou secretadas
por eles e homologas a proteinas envolvidas na patogénese e viruléncia.

Radulovic et al. (2014) analisaram o proteoma da glandula salivar de Amblyomma ame-
ricanum e identificaram uma série de proteinas constitutivas imunogénicas, as quais foram
avaliadas por Rodriguez-Mallon et al. (2015) na busca de um candidato a vacina contra
o carrapato bovino. Os autores identificaram um ortélogo da proteina ribossomal PO em
R. (B.) microplus contendo uma regido imunogénica ndo conservada quando comparado
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a proteina ortéloga no hospedeiro, predita por meio de ferramentas de bioinformatica que
avaliaram caracteristicas como a hidrofobicidade, grau de acessibilidade dos residuos de
aminodcidos e potenciais epitopos B (Rodriguez-Mallon et al., 2012). A vacinac&o de bovi-
nos com o antigeno sintético elaborado a partir dessa regido apresentou uma eficacia de
96%, com uma reducao significativa no peso de fémeas ingurgitadas, no peso da massa
de ovos e na eclodibilidade dos ovos, além de uma alta mortalidade dos carrapatos. O fato
de se tratar de uma proteina altamente conservada entre varias espécies de carrapatos
torna esse candidato interessante ao desenvolvimento de uma vacina de amplo espectro
(Rodriguez-Mallon et al., 2012).

A vacinacéo de bovinos utilizando a proteina sublisina recombinante reduziu a infesta-
¢ao dos animais com o carrapato R. (B.) microplus com uma eficiéncia avaliada em torno
de 60% (Almazan et al., 2010, Merino et al., 2013). No entanto, a utilizacdo de epitopos
preditos a partir da sublisina resultou em efeitos potencialmente superiores sobre a repro-
ducéo do parasita, 79% de eficacia, aos observados com a proteina recombinante. Os au-
tores apontam o mapeamento e predicdo de epitopos protetores por meio de ferramentas
de bioinformatica como uma estratégia adequada para a identificacao e delineamento de
moléculas, as quais podem aumentar a eficacia de alvos das vacinas contra o carrapato.

A partir de um estudo realizado por Ali et al. (2014), que identificaram uma metalopro-
tease com padréo de expressdo ubiquo entre os tecidos de R. (B.) microplus e contendo
sequéncias altamente antigénicas comparadas com as demais proteinas avaliadas, Ali et
al. (2015) imunizaram bovinos com a metaloprotease BrRm-MP4 recombinante e verifica-
ram uma reducdo no numero de fémeas ingurgitadas e na taxa de oviposicéo e ecloséo
dos ovos, resultando em uma protec&o aos animais vacinados em torno de 60%. Também
utilizando uma estratégia baseada em vacinologia reversa, Aguirre et al. (2016) identifica-
ram um peptideo potencialmente imunogénico na ATAQ, uma proteina homoéloga da Bm86
e verificaram uma taxa de protec¢ao variando de 35 a 98% em bovinos infestados com o
R. (B.) microplus com a aplicacéo da vacina formulada com o peptideo sintético.

PERSPECTIVAS

O conhecimento da fungéo bioldgica de uma proteina na interacéo parasita-hospedeiro,
assim como o seu perfil de expressao ao longo dos estagios de desenvolvimento do carra-
pato tem uma importancia chave na identificacdo de um candidato alvo ao desenvolvimen-
to de uma vacina eficaz contra o carrapato bovino. A transcriptdmica fornece ferramentas
que permitem a andlise da expressao génica nos dois lados da interac&o. A tecnologia de
RNA-seq tem o potencial de revolucionar o estudo da expressao génica durante a intera-
cao entre parasita e hospedeiro, provendo novos conhecimentos acerca dos mecanismos
que determinam a fixacdo e alimentacdo do parasita e a resposta imune do hospedeiro.
Com a evolugao da técnica, o recém-denominado “dual RNA-seq” ird capturar simultane-
amente todas as classes de transcritos codificadores e ndo codificadores expressos na
interacdo (Westermann et al., 2017), evidenciando as alteracdes fisiolégicas que ocorrem
ao longo de todo o processo da infeccédo, incluindo aquelas causadas pelos RNAs ndo co-
dificadores. Novos dados serdo gerados e depositados nos repositérios publicos, abertos
a mineracao pelas ferramentas de bioinformatica para uso nas abordagens de vacinologia
reversa, que vém emergindo como promissoras para a identificacdo de novos e efetivos
alvos para a elaboracéo de vacinas como forma de controle do carrapato bovino. Como
exemplo, podemos citar os dados de RNA-Seq gerados pela Embrapa Gado de Corte em
colaboracdo com a Embrapa Informatica Agropecuéria, 0os quais serdo publicados em
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breve, onde foram caracterizados os transcriptomas de trés tecidos — glandula salivar,
intestino e ovarios — e dois estagios do R. (B.) microplus, larva e ninfa. Além disso, o efei-
to da imunidade de hospedeiros resistentes e suscetiveis, sobre a expressao génica do
parasita também sera apresentado, por meio da identificacao dos genes diferencialmente
expressos em cada tecido e estagio de desenvolvimento obtido a partir do carrapato.
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