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A anaplasmose, causada pela infecgdo por Anaplasma marginale, ocasiona grandes
prejuizos a bovinocultura, sendo considerada, juntamente com a babesiose, como a principal
causa infecciosa de mortalidade de bovinos no Rio Grande do Sul. Essa enfermidade &
considerada uma doenga vetorial, podendo ser transmitida por artrépodos hematéfagos
como carrapatos e moscas; causando anemia severa nos animais acometidos, Os animais
infectados podem manter-se como portadores crénicos (que servem como possiveis
reservatérios) mesmo apés a remissdo dos sinais clinicos ¢ do tratamento com
antimicrobianos, Considera-se que pode haver a reativagdo da infecgao e recrudescéncia dos
sinais clinicos em animais imunocomprometidos, ou perante co-infecgio com outros
agentes. Neste contexto, a interagio entre o vetor (o carrapato R. micraplus), a bactéria e o
bovino podem desencadear situagdes potenciais de desequilibrio, que por sua vez, podem
determinar progressdo ou regressdo da doenga. O objetivo deste trabalho foi investigar se a
infestagiio por uma cepa de R. micropius (livre de Anaplasma spp. e Babesia spp.) poderia
alterar a parasitemia de bovinos cronicamente infectados por 4. marginale. Para tanto 5
bovinos esplenectomizados foram inoculados com uma cepa virulenta de A. marginale ¢ a
parasitemia foi registrada, No dia 24 pos-infecgdo (p.i.), a parasitemia média alcangou 7,9%
+ 0,9 e 0 hematderito 16,7% = 3. Neste mesmo dia todos os animais foram tratados com
medicamento a base de tetraciclina. A parasitemia caiu até um valor minimo de 0,63%1.0,6
no dia 50 p.i, Nesta oportunidade, dois animais foram infestados com 20.000 larvas de R.
microplus livres de Anaplasma spp. A parasitemia dos animais infestados ¢ ndo-infestados
foi acompanhada com intervalos de cinco dias até o dia 90 p.i. Neste perfodo (entre os dias 50
¢ 90 p.i.) o grupo infestado apresentou em trés momentos parasitemia significativamente
maior em relaglo ao grupo ndo-infestado, atingindo um valor de =2% no dia 70 p.i. (20 dias
apos a infestagio com R. microplus) em comparagio com 0.2% no grupo ndo infestado. A
partir do dia 90 p.i. nenhum dos grupos apresentou parasitemia detectavel, Apesar de ainda
preliminares, estes resultados, sugerem uma possivel modulagio da infecgdo por A.
marginale devido a infestagdo por R. microplus, podendo isto ser resultante de diversos
fenémenos, como por exemplo, imunossupressdo relacionada a presen¢a de carrapatos.
Entretanto, até o momento nilo é possivel identificar os mecanismos responsaveis por estes
achados, sendo ainda necessdrios mais experimentos para explorar esta interagio entre
carrapato, hospedeiro e microrganismo,
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Ticks limit productivity in cattle industry around the world. They alter host defenses
inoculating an arsenal of bioactive molecules, Among these molecules, metallopreoteases
(MPs) have been suggested essential for blood feeding. Studies available about
metalloproteases (MPs) show they have a role in extracellular matrix degradation,
modulation of host inflammation, blood clotting, nociception and on innate and adaptive
immune systems, Taiga tick (1. persulcatus) is known for transmission of Lyme disease,
human ehrlichiosis, babesiosis, Siberian (TBEV-Sib) and Far Eastern tick-borne
encephalitis (TBEV-FE). It is geotropically distributed to China, Eastern Europe, Japan and
Asia. I scapularis genome is available and it is useful to search similar genes in other tick
species. Here we present the cloning of the coding region of two putative metzinein group
MPs from [. persulcatus. Primers were designed based on tick MP sequences present in
Genbank and PCR was performed with /. persulcatus cDNA library. Amplified fragments
were cloned into pGEM-T vector and the insertion was confinned using restriction enzymes,
PCR and DNA sequencing. Sequence analyses showed close similarity between these
sequences and MPs from other ticks, and indicate they belong to the metznicin group of MPs,
Further studies are in progress in order to better characterize these enzymes and understand
theirrole in tick physiology.
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O controle quimico ainda € a principal alternativa para combater os carrapatos dos bovinos,
Rhipicephalus (Boophilus) microplus. Mesmo quando empregado de forma correta existem
fatores importantes no desempenho do parasiticida. Dentre esses, destacam-se aqueles
relacionados 4 dgua utilizada para o preparo da calda, como o pH ¢ 0 grau de dureza da agua,
Organofosforados e piretroides sintéticos sio hoje os parasiticidas mais comercializados no
pais e fazem parte do grupo dos pesticidas que estdo sujeitos a redugio do seu desempenho
pelo processo de degradagiio por “hidrélise alcalina” pés-preparo. Em um estudo iniciado em
abril/09 no CECP da Embrapa Gado de Leite, que teve como abjetivo primério avaliar a
eficiéncia do uso da ureia no controle de R. (B.) microplus, foi observado que os animais
apresentavam uma persisiéneia de infestagdo apés o tratamento quimico, no qual foi
utilizado um pesticida de indice prévio de eficicia de 100% obtido nos testes com teledginas.
Utilizou-se 20 vacas mestigas lactantes que foram divididas em dois grupos experimentais,
separados em duas dreas; piquetes adubados com uréia(T1) e sem adubagdo(T0), e mantidas
em pastejo rotacionado. A drea experimental era composta por 50 piquetes de 400m?, cada
um pastejado por 24 horas. Os piquetes do grupo tratado (T1), apds a saida didria dos
animais, recebiam 4,6 kg de ureia. O controle quimico foi realizado com carrapaticidas
aplicados por aspersao quando constatada a presenca de fémea com+ 3mm, A alta infestagio
parasitaria foi observada mesmo depois dos tratamentos, que mantiveram uma média de
266,3 teledginas/animal/grupo experimental. Em julho/2009. época de execugdo do
tratamento estratégico, foram realizados trés tratamentos em um periodo de 10 dias; poréma
média de infestagdo dos grupos manteve-se em 111,2 teledginas/animal/grupo. Em
agosto/2009, procedeu-se aredugio do pH da dgua utilizada para fazer a solugiio de aspersdo.
O pH inicial variava de 7,2 a 7,8, fez-se entiio uso do dcido acético PA 50 ml/2501 de agua e o
pH foi reduzido para 3,0. Apds o primeiro banho com a acidificag@io da dgua, a carga
parasitéria foi reduzida em ambos os grupos experimentais (T0 = 17,6 tele6ginas/animal ¢ T1
= 9,8 teledginas/animal). Os resultados das contagens foram submetidos ao testet de Student
e obteve-se diferenga significativa (p<0.,05) entre as contagens de teleoginas antes ¢ depois
da acidificagfo da dgua. Conclui-se que aredugdo do pH da agua da solugdo de pulverizagio
preveniu a rdpida hidrdlise alcalina, melhorando significativamente o desempenho dos
tratamentos realizados.
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The cystatin superfamily consists of evolutionary related tight-binding reversible inhibitors
of cysteine endopeptidases. Just in recent years, studies have begun to highlight the
specificity, function, and vaccine potential of tick cystatins. These works showed the
cystatins are important for tick feeding; however, the target enzymes, and the mechanism of
action remain unknown. Similarity analysis of tick homolog cystatins and the production of
these proteins may represent an opportunity fo investigate the use of cystatins in control
methods against ticks. The objective of this study was cloning cystatin genes from
Rhipicephalus appendiculatus, Ixodes persulcatus, and Ixodes ovatus, as well as the
immunogenicity characterization of recombinant cystatins from Rhipicephalus microplus,
To clone the cystatin genes, primers were designed based on nucleotide database from Ixades
scapularis contained DNA sequences with high similarity to cystatins, Five ORFs were
amplified by RT-PCR from ovary RNAs of R. appendiculatus (1 sequence), I. persulcatus (3
sequences), and L. ovatus (| sequence) populations from Kenya and Japan. These ORFs
encode proteins ranging from 132 to 140 amino acids, containing signal peptides and 4
cysteine residues in the C-terminus responsible for the formation of two disulfide bonds,
characteristic of family 2 cystatins, The deduced amino acid sequences contain differences in
highly conserved motifs characteristic of cystatins: QxVxG motif, the glycine in the N-
terminal regrion, and the PW motif in the second hairpin loop in the C-terminal region. The
cystatins of Kenya and Japan isolates are between 25% and 99% identical to homolog
cystatins from R. microplus. For immunogenicity analysis, two recombinant cystatins from
R. microplus (BRBmcys2b and BRBmcys2c) were expressed, purified and used to
immunize mice. Three groups of two animals were used: control group (inoculated with E.
coli proteins) and groups immunized with BRBmcys2b or BRBmceys2e cystatins. Western
blot assays using the mice sera resulted in different pattern of recognition for three
recombinants cystatins from R. microplus, indicating differences in antigenicity among the
cystatins. Hamster vaccination trial using BRBmcys2¢ cystatin for immunization and 1.
persulcatus for challenge is currently being developed. These results could pave the way for
studies on the usefulness of these proteins in the development of a universal vaccine against
ticks.
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