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Rhipicephalus micraplus VIDCE: AN ANTIMICROBIAL PEPTIDASE
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The Vitellin Degrading Cysteine Endopeptidase (VTDCE) is a major enzyme in vitellin
hydrolysis during the embryo development of the cattle tick Rhipicephalus (Boophilus)
microplus. VTDCE amino acid sequence presents a remarkable characteristic: similarity to
antimicrobial peptides. This suggests it also has antimicrobial activity. The aim of present
work was elucidate some characteristics of this cathepsin L-like enzyme to clarify it has this
novel dual-property: enzyme and antimicrobial activity, A recombinant protein was
produced by heterologous expression of R. microplus VTDCE in Escherichia. coli using the
pET32a-VTDCE construction. The recombinant protein comprises the VTDCE sequence
plus a 109-aa thioredoxin-protein tag and a 6-aa His-Tag. Purified rVTDCE was used in
immunological. enzymatic and antimicrobial assays. r'VTDCE showed to be immunogenic
to rabbit and bovine. As native VIDCE was recognized by sera of animals immunized with
rVTDCE, we suggest that ’VTDCE can be useful as an antigen in an anti-tick vaccine,
Purified r'VTDCE was probed with sera of rabbits immunized with R, microplus male,
female gut or female ovary extracts. As expected, only the anti-ovary serum was able to
recognize 'VTDCE. rVTDCE enzymatic activity was determined using fluorogenic
substrate in presence or absence of inhibitors, showing rVTDCE was able to hydrolyze N-
cbz-Phe-Arg-MCA and is completely inhibited by a cysteine endopeptidase specific
inhibitor (E-64), Staphylococcus epidermidis ATCC 35984 and Psewdomonas aeruginosa
strain PA14 were cultivated in presence of rVTDCE. Antimicrobial assay revealed that
tVTDCE significantly inhibits S. epidermidis growth at 5.5 pmol butl nol affects P
aernginosa gowth. 'VTDCE antimicrobial activity remains after freeze-induced
denaturation but enzymatic activity is lost, showing that these are independent properties.
This is the first cathepsin L-like enzyme that has an additional antimicrobial activity. More
studies are in course aiming a better comprehension of this atypical molecule.
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Em regides tropicais ¢ subtropicais, o carrapato bovino Rhipicephalus (Boophilus)
microplus, bem como as infecgdes por nematdides gastrintestinais sdo responséveis por
grandes perdas de produtividade na pecudria bovina, as quais sdo estimadas em cerca de 20
bilhdes de délares por ano. Estudos de Associagdo Global (GWAS) sdo abordagens
utilizadas objetivando estudar a interagio parasito-hospedeiro, entender os processos
bialégicos envolvidos com & resposta imune do hospedeiro 4 infestagdo e & infecglio por
parasitos e identificar regides gendmicas associadas 4 carga parasitiria. Amostras de DNA
foram obtidas de 476 animais de uma populacio F2 (formadas a partir do cruzamento de
animais das ragas Gir e Holandés), os quais foram genotipados para cerca de 54.000 SNPs
por meio do Illumina BovineSNP50 Bead Chip (Illumina Inc., San Diego, CA). Como
fen6tipos nos estudos de GWAS foram utilizados os valores genéticos oblidos a partir de
dados da contagem de carrapatos e de nematdides gastrintestinais. Para este estudo, uma
estratégia de varredura parcial do genoma foi usada do cromossomo | ao 10. SNPs com call
rate <99%, em desequilibrio de Hardy-Weinberg (teste exato p<0,0001) e com frequéncia
menor de um dos alelos abaixo de 5% foram excluidos, sendo retidos 35.292 marcadores
para a andlise final. Para corregio de tesies maltiplos foi utilizado o teste de Bonferroni. O
software ITSNBN foi utilizado para detectar associagdo. Esse software utiliza um modelo
linear e leva em consideragéo as informagdes de pedigree. Para as caracteristicas analisadas,
SNPs significativos foram encontrados em muitos cromossomos, especialmente nos BTAs
2.4, 6¢ 7. Amaior parte dos SNPs significativos foi localizada em posigdes semelhantes nos
cromossomos para as duas caracteristicas estudadas. Os resultados sugerem que existem
regides cromossdmicas onde possam estar genes que, possivelmente, estdo relacionados a
resisténcia ao carrapato bovino e aos nematdides gastrintestinais.
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Nos paises tropicais, as perdas causadas pela infestagdo do carrapato bovino Rhipicephalus
{Boophilus) microplus e pelas infecgbes por nematdides gastrintestinais representam um
grande impacto econdmico sobre os sistemas de produgdo de bovinos. Avangos no campo da
gendmica e da disponibilidade da sequéncia do genoma bovino ocorridos nos (iltimos trés
anos, sdo Uteis para identificar genes que controlam a resisténcia aos ecto ¢ endoparasitos,
Estudos de Associagdo Global (GWAS) estdo sendo aplicados para identificar regides
genbmicas associadas com a carga parasitria em bovinos. Amostras de DNA foram
adquiridas de 476 animais de uma populagio F2 (Gir x Helandés), e um total de cerca de
54,000 SNPs genotipados com o Illumina BovineSNP50 Bead Chip (Illumina Inc., San
Diego, CA) foram investigados para determinar a informatividade desses SNPs associados
a0 valor genético da resisténcia ao carrapato ¢ aos nematéides gastrintestinais. Para este
estudo, uma varredura parcial do genoma foi desenvolvida do cromossomo 1 ao 10 e SNPs
significativos foram encontrados em muitos cromossomos, especialmente nos BTAs 2,4, 6 ¢
7, para as duas caracteristicas estudadas. No total, 97 SNPs foram significativamente
associados com o valor genético para a contagem de carrapatos ¢ 129 SNPs com o valor
genético para a contagem de nematdides gastrintestinais. A maioria dos SNPs significativos
estava localizada proxima a alguns locos de caracteristicas quantitativas (QTL) jé relatados ¢
outros marcadores estavam dentro ou proximos a genes candidatos. Em particular, o SNP
BTA-46612-no-ts, localizado no cromossome 2 ¢ coincidente para as duas caracteristicas,
encontra-se proximo aos genes UBE2E3 ¢ TNFAIP6, ambos relacionados a mecanismos de
defesa do sistema imune do animal. Nossos achados ndio s6 fornecem evidéncias
confirmatérias de descobertas anteriores de regides gendmicas importantes, mas também
explora um novo conjunto de SNPs que, possivelmente, estio associados 4 resisténcia a ecto
¢ endoparasitos em bovinos de leite.
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Boophilus micraplus ¢ um ectoparasito que acomete principalmente os bavinos e ¢ causador
de prejuizos econdmicos para a pecudria nacional na ordem de dois bilhdes de dblares/ ano.
O uso de acaricidas quimicos ¢ o método mais utilizado para o seu controle ¢ geralmente vem
acompanhado do desenvolvimento de resisténcia. A ivermectina (IVM), molécula da classe
das lactonas macrociclicas (LMs), ¢ uma droga amplamente utilizada no Brasil para o
controle de B. microplus e na dltima década, casos de resisténcia tém sido notificados no
Brasil e em outros paises da América Latina. Nos invertebrados, a IVM age principalmente
no canal de cloro controlado pelo glutamato (GluCl), sendo que mutagdes neste gene 1ém
sido associadas & resisténcia a cste composto ¢ scus andlogos em diversas espéeics de
importéncia agricola e veterindria. O objetive deste trabalho foi a comparag3o de sequéncias
codificadoras do GluCl em cepas de carrapatos resistentes (ZOR) e suscetiveis (Mozo) a
IVM com vistas a identificar mutagdes associadas a resisténcia, A partir da base de dados
TIGR foi identificada uma EST incompleta com 92% de identidade com o gene GluCl1 de
Riupicephalus sanguinens. O alinhamento destas sequéncias serviu de base para o desenho
de primers em regides conscrvadas entre as duas espéeies visando a amplificagdo, clonagem
e sequenciamento de trechos do gene GluCl de B. micropius. Como fonte de material
gendmico, foram utilizadas larvas e fémeas pés-postura da cepa Mozo sem tratamento, e da
cepa ZOR sobreviventes a exposi¢io a IVM. A andlise dos fragmentos amplificados a partir
de ¢cDNA resultou em uma sequéncia de 972 nucleotideos. A sequéncia deduzida de 323
aminodcidos do canal GluCl apresentou identidades de 90% e 92% aos genes ortélogos de R.
sanguineus ¢ I. scapularis, respectivamente. No trecho descrito para a proteina GluCl de B,
microplus foram identificados dois motivos conservados referentes aos dominios de ligagio
do neurofransmissor ¢ transmembrana da proteina. Na comparagdo de sequéncias das cepas
Mozo e ZOR foram identificados polimorfismos pontuais que ndo resultaram em
substitui¢des de aminoacidos e ndio puderam ser associados a resisténcia. No presente
trabalho foi caracterizada parcialmente em B. microplus a regiiio do gene GluCl importante
para a ligagio da [VM e onde foram descritas mutagdes associadas 2 resisténcia em outras
espécics. Estudos complementares sdo necessarios para a caraclerizagdo total deste genc ¢
permitirdo avaliar outras regides do mesmo em que possam existir pontos de mutagio,

Orgiio de financiamento: CNPq ¢ FAPESP

Anotagdes

Anais do XVII Congresso Brasileiro de Parasitologia Veterindria

Artrépodes - Biologia Molecular, Bioquimica e Farmacologia Pagina 172



e

03 a 06 de Setembro de 2012 | Rio Poty Hotel - Sdo Luis - MA - Brasil.

CEBPVY

Colégio Brasileiro de
Parasitologia Veterinéria



