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RESUMO GERAL

RABELLO, Carla Alves. Expressao diferencial de genes de vias imunologicas envolvidas
naresposta de Rhipicephalus microplus (ACARI: IXODIDAE) a infec¢do por Theileria equi
(PIROPLASMIDA: THEILERIDAE). 2025. 116p. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias
Veterinarias). Instituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2025.

Theileria equi € um protozodrio intraeritrocitico causador da piroplasmose equina, uma doenga
que acomete equideos e € responsavel por gerar prejuizos a saude e a economia do setor equestre
mundialmente. No Brasil, Rhipicephalus microplus é a Unica espécie de carrapato com
capacidade de atuar como vetor de 7. equi em condi¢des experimentais. Contudo, os
mecanismos envolvidos nesta interface patogeno-vetor ainda nao foram completamente
esclarecidos. Assim, o objetivo deste trabalho foi analisar a expressdo diferencial de genes
envolvidos no metabolismo redox e nas principais vias de sinalizagdo imunologica de R.
microplus em resposta a infecgdo por 7. equi. Para isso, um equino portador cronico de 7. equi
(controle positivo) e um equino ndo infectado (controle negativo) foram infestados com larvas
de R. microplus livres de patdgenos. Apos o periodo de fixagdo e repasto sanguineo, larvas e
ninfas inteiras foram coletadas e armazenadas individualmente, enquanto as fémeas foram
dissecadas e o intestino e a glandula salivar de cada exemplar foi armazenado de forma
individual. Em seguida, foi feita a extracdo do RNA e a sintese do cDNA de cada amostra, os
quais foram submetidos ao ensaio de expressao génica relativa através da qPCR. No primeiro
capitulo, foram analisados genes relacionados ao metabolismo redox de R. microplus em
resposta a infec¢do por 7. equi. Assim, observou-se uma regulacdo positiva tanto de genes pro-
oxidantes quanto de genes antioxidantes no intestino e na glandula salivar de fémeas
ingurgitadas infectadas por 7. equi, com destaque para os genes que codificam para as enzimas
dual oxidases (pro-oxidante) e catalase (antioxidante), sendo ambos mais expressos no grupo
infectado. Na glandula salivar, porém, o gene que codifica para a enzima glutationa-s-
transferase foi significativamente suprimido no grupo infectado, sugerindo que tal enzima pode
ter papel fundamental na resposta antioxidante neste tecido. Nos estagios de larva e ninfa ndo
foi observada uma resposta oxidativa significativa. No segundo capitulo, foram analisados
genes envolvidos nas vias de sinalizacdo imunoldgica Toll, IMD e JAK/STAT, além de genes
que codificam para os peptideos antimicrobianos microplusina, defensina e ixodidina. A
infeccao por 7. equi estimulou a ativacao das vias Toll e IMD no intestino e na glandula salivar
de R. microplus, resultando em uma regulacao positiva dos genes microplusina e defensina em
ambos os tecidos. A via JAK/STAT, contudo, foi modulada negativamente no intestino em
resposta a infeccdo por 7. equi, o que pode ter ocasionado a expressao diferencial nao
significativa do gene ixodidina observada neste tecido. Nos estagios de larva e ninfa nao foi
observada uma resposta significativa a infec¢do por 7. equi através das vias analisadas. Os
resultados obtidos neste estudo permitem elucidar os mecanismos moleculares envolvidos na
interacdo entre 7. equi € R. microplus, contribuindo para uma melhor compreensao acerca de
como o carrapato responde a infeccdo pelo protozodrio. Tais informagdes auxiliam na
identificacdo de moléculas-chave com potencial para serem utilizadas no desenvolvimento de
novas estratégias de prevencgao e controle da piroplasmose equina no pais.

Palavras-chave: Piroplasmose equina, Rhipicephalus microplus, interagdo patdgeno-vetor



GENERAL ABSTRACT

RABELLO, Carla Alves. Differential expression of immune pathways genes in the tick
Rhipicephalus  microplus (ACARI: IXODIDAE) in response to Theileria equi
(PIROPLASMIDA: THEILERIDAE) infection. 2025. 116p. Dissertation (Master's Degree
in Veterinary Sciences), Veterinary Institute, Department of Animal Parasitology, Federal
Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2025.

Theileria equi is an intraerythrocytic protozoan that causes equine piroplasmosis, a disease that
affects equids and is responsible for significant health and economic losses to the global equine
industry. In Brazil, Rhipicephalus microplus is the only tick species experimentally proven to
act as a vector for 7. equi. However, the mechanisms involved in this pathogen-vector
interaction have not yet been fully elucidated. Therefore, the aim of this study was to analyze
the differential expression of genes involved in redox metabolism and the main immune
signaling pathways of R. microplus in response to 7. equi infection. For this, a chronically
infected equine with 7. equi (positive control) and a non-infected equine (negative control) were
infested with pathogen-free larvae of R. microplus. After the fixation and blood feeding period,
whole larvae and nymphs were collected and stored individually, while the females were
dissected, and the midgut, ovary, and salivary gland of each specimen were stored separately.
RNA was then extracted, and cDNA was synthesized from each sample, followed by relative
gene expression assays. In the first chapter, genes related to the redox metabolism of R.
microplus in response to 7. equi infection were analyzed. A upregulation of both pro-oxidant
and antioxidant genes was observed in the midgut and salivary gland of engorged females
infected by 7. equi, with a particular emphasis on the genes encoding the enzymes dual oxidases
(pro-oxidant) and catalase (antioxidant), both being more expressed in the infected group.
However, in the salivary gland, the gene encoding the enzyme glutathione-S-transferase was
significantly suppressed in the infected group, suggesting that this enzyme may play a key role
in the antioxidant response in this tissue. No significant oxidative response was observed in the
larval and nymph stages, nor in the ovaries of engorged females. In the second chapter, genes
involved in the Toll, IMD, and JAK/STAT immune signaling pathways, as well as genes
encoding the antimicrobial peptides microplusin, defensin, and ixodidin, were analyzed. 7. equi
infection stimulated the activation of the Toll and IMD pathways in the midgut and salivary
gland of R. microplus, resulting in a positive regulation of the microplusin and defensin genes
in both tissues. However, the JAK/STAT pathway was suppressed in the midgut in response to
T. equi infection, which may have led to the non-significant differential expression of the
ixodidin gene observed in this tissue. No significant response to 7. equi infection through the
analyzed pathways was observed in the larval and nymph stages, nor in the ovaries of engorged
females. The results obtained in this study provide insights into the molecular mechanisms
involved in the interaction between 7. equi and R. microplus, contributing to a better
understanding of how the tick responds to protozoan infection. Such information aids in
identifying key molecules with potential to be used in the development of new strategies for the
prevention and control of equine piroplasmosis in the country.

Keywords: Equine piroplasmosis, Rhipicephalus microplus, pathogen-vector interface
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Cq “quantification cycle”

DNA Acido desoxirribonucleico
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1 INTRODUCAO GERAL

Dentre as principais patologias que acometem os plantéis equideos no Brasil, a
piroplasmose equina assume um papel de destaque. Também conhecida como nutaliose ou
febre biliar, tal patologia ¢ causada pelos hemoprotozoarios Theileria equi (Laveran, 1901,
Mehlhorn & Schein, 1998), Theileria haneyi (Knowles & Kappmeyer, 2018) e Babesia
caballi (Nuttall & Strickland, 1912), pertencentes ao filo Apicomplexa e a ordem
Piroplasmida (Allsopp et al., 1994; Rothschild, 2013; Knowles et al., 2018).

Estes parasitos infectam ndo s6 equinos domésticos, como também cavalos
selvagens, mulas, burros e zebras (Qablan et al., 2013; Tirosh-Levy et al., 2020). A
transmissao se da principalmente através do repasto sanguineo de carrapatos infectados por
estes protozoarios, sendo descritas como vetores diversas espécies de carrapatos pertencentes
aos géneros Rhipicephalus, Dermacentor, Hyalomma, Haemaphysalis, Ixodes e Amblyomma
(De Wall, 1992; Scoles & Ueti, 2015). Além disso, os animais podem ser infectados de forma
iatrogénica pelo uso de instrumentacdo cirirgica e agulhas contaminadas ou através da via
transplacentaria (Wise et al., 2013; Oniyche et al., 2019).

A piroplasmose equina ¢ endémica principalmente em regides tropicais e subtropicais
onde ha presenga de vetores competentes, sendo reportada na Asia, Africa, América Central,
América do Sul e em determinadas areas de clima temperado, como a regiao sul da Europa
e dos Estados Unidos (Onyiche et al., 2020; Tirosh-Levy et al., 2020; Axt et al., 2024). Os
prejuizos econdmicos gerados pela presenca da piroplasmose em rebanhos equideos incluem
queda de desempenho, perdas reprodutivas e gastos medicamentosos (Rothschild, 2013;
Wise et al., 2013). Além disso, uma vez que a piroplasmose equina esta listada como uma
enfermidade de notificagdo obrigatoria pela Organizagdo Mundial de Satide Animal (OIE).
A entrada de equideos portadores em areas nao endémicas € proibida, comprometendo o
transito desses animais para fins de exportacdo e competi¢des equestres (Friedhoff et al.,
1990; Knowles et al., 1996; Scoles & Ueti, 2015; Coultous et al., 2023).

Pelo fato de serem parasitos intraeritrociticos, as manifestagdes clinicas relacionadas
a piroplasmose nos casos agudos e superagudos estdo associadas a ocorréncia de anemia
hemolitica, incluindo sinais variados e inespecificos como febre, ictericia, dispneia, perda de
peso e edema, podendo culminar com o 6bito do animal (Battsetseg et al., 2002; Zobba et
al., 2008; Guidi et al., 2015, Dodiya et al., 2022). Contudo, em regides endémicas com
elevadas taxas de adultos infectados, casos subagudos ou cronicos sao mais frequentes, onde
os animais podem apresentar sinais clinicos leves e inespecificos como desconforto
abdominal e apatia, ou, na maioria dos casos, podem ser assintomaticos (Tamzali, Y., 2013;
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Piantedosi et al., 2014; Laus et al., 2015).

O tratamento de eleicdo ¢ feito com dipropionato de imidocarb. Contudo, infecgdes
por T. equi tendem a ser mais severas e mais resistentes ao tratamento quando comparadas
as infecgdes por Babesia caballi, sendo necessario doses mais altas ¢ uma duracdo mais
prolongada do tratamento (De Wall, 1992; Sears et al., 2020). Além disso, enquanto a
infecgdo por B. caballi ¢ considerada autolimitante e a eliminagdo do parasito no organismo
do hospedeiro ocorre em aproximadamente quatro anos, a infec¢do por 7. equi tende a
perdurar por toda a vida do animal, tornando este uma fonte de infec¢ao para o rebanho (De
Wall, 1992; Wise et al, 2013). Com isso, uma vez que ndo existem vacinas eficazes
comercialmente disponiveis, o controle da doenga ¢ feito através da combinacdo entre uso
de medicamentos, controle do vetor e restricdo do transito animal. Porém, a elevada
morbidade da doenga e a estimativa de que 90% da popula¢do equina mundial reside em
areas endémicas fazem com que as ferramentas de controle disponiveis atualmente ndo sejam
suficientes para limitar de forma eficaz a ocorréncia da doenga (Tirosh-Levy et al., 2020;
Mendoza et al., 2024).

Apesar da existéncia de diversas espécies de carrapatos capazes de atuar como vetor
de T. equi ao redor do mundo, a Unica espécie de carrapato com capacidade vetorial
comprovada experimentalmente de transmitir 7. equi em territdrio brasileiro € Rhipicephalus
(Boophilus) microplus (Guimaraes et al, 1998; Battsetseg et al., 2002; Peckle et al., 2022).
Contudo, informagdes a respeito dos mecanismos envolvidos na forma como o parasito € o
vetor se relacionam no processo de infecgdo e transmissao ainda sdao escassas.

Sabe-se que, durante o repasto sanguineo, a liberagdo de moléculas bioativas na
saliva do carrapato a fim de modular a resposta imunologica do hospedeiro facilita a
aquisicdo e a transmissdo de patoégenos (Francischetti et al., 2009; Kazimirova &
Stibraniova, 2013). Com isso, quando um agente patogénico ¢ adquirido pelo carrapato, ele
precisa superar diferentes barreiras teciduais, como intestino e glandulas salivares e resistir
aos componentes imunoldgicos inatos do carrapato para se manter viavel e, posteriormente,
ser transmitido com sucesso para outro hospedeiro (Kopacek et al., 2010; Hajdusek et al.,
2013).

A resposta imune inata € a primeira linha de defesa contra infecgdes microbianas em
animais e assim como nos demais invertebrados, o sistema imunoldgico inato do carrapato
¢ composto por respostas imunes celulares e humorais que reconhecem patdgenos e agem
contra eles de maneira orquestrada (Hofmann et al., 1999; Sonenshine & Hynes, 2008;

Fogaca et al., 2021). A resposta imune humoral de carrapatos ¢ regulada pela transdugio do



sinal de diferentes vias de sinalizacdo imunologica, sendo as princ ipais: fator nuclear-
kappaB/Toll (NF-kB/Toll), c-Jun N-terminal quinase (JNK), imunodeficiéncia (IMD), Janus
quinase/transdutor de sinal e ativador de transcri¢do (JAK/STAT). A ativagdo destas vias
culmina com a sintese e liberacdo de peptideos antimicrobianos e moléculas efetoras que
irdo atuar no combate ao processo infeccioso (Smith & Pal, 2014; Rosa et al., 2016; Aguilar-
Diaz et al., 2021).

Cabe destacar ainda que, dentre os mecanismos humorais de defesa imunologica, as
espécies reativas de oxigénio (ERO) envolvidas no metabolismo de oxidorreducao assumem
relevante papel, uma vez que consistem em moléculas altamente reativas que atuam em
diversos processos metabolicos como controle de injurias, sinalizagdo, proliferacao e
diferenciagdo celular (Fang, 2004; Jones, 2006). Estes compostos sdo gerados pela acdo de
uma série de enzimas mitocondriais responsaveis por gerar, principalmente, anions
superoxidos (O27) e perdxido de hidrogénio (H202) (Murphy, 2009; Breitenbach & Eckl,
2015; Weidinger & Kaslov, 2015). Contudo, pelo fato dessas moléculas possuirem potencial
para danificar componentes celulares chaves como acidos nucléicos, lipidios e proteinas,
diversas enzimas estdo envolvidas no processo de detoxificacdo celular e reparo de danos
relacionadas a essas substancias, como a superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT),
glutationa peroxidase (GPX), tiorredoxinas (TRX), peroxidases (PRX), dentre outras
(Navarro-Yepes et al., 2014; Rahal et al., 2014).

Considerando a relevancia da piroplasmose equina nos rebanhos equestres mundiais
e as limitagdes nas estratégias de prevengao e controle da doenga, ampliar a compreensao a
respeito da dinamica de interacdo a nivel molecular entre 7. equi € R. microplus possibilita
identificar moléculas-chave envolvidas nesta interface, as quais podem atuar como alvo para
o desenvolvimento de ferramentas biotecnoldgicas destinadas ao bloqueio da transmissao.
Assim, este trabalho teve por objetivo analisar a expressao diferencial de genes envolvidos
nas principais vias de sinalizacdo imunoldgica e no metabolismo de oxidorreducdo de

Rhipicephalus microplus em resposta a infeccdo por Theileria equi.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Theileria equi (Laveran, 1901)

2.1.1 Visao geral e taxonomia

Theileria equi € um protozoario intraeritrocitico pertencente ao filo Apicomplexa e a
Ordem Piroplasmida. Inicialmente, este parasito foi descrito por Laveran (1901) como
Piroplasma equi devido ao seu formato piriforme quando observado no interior dos eritrocitos
em sangue de cavalo, sendo posteriormente renomeado para Nuttalia equi (Nuttal & Strickland,

1912).

Anos mais tarde, este parasito foi novamente reclassificado como Babesia equi. Tal
nomenclatura foi discutida uma vez que este protozoario nao realiza transmissao transovariana
comprovada experimentalmente e replica-se inicialmente em linfocitos, caracteristicas estas
pertencentes as espécies do género Theileria (Schein et al., 1981; Uilenberg, 2006). Devido a
tais diferengas observadas na biologia deste protozoario quando comparado as demais espécies
pertencentes ao género Babesia, Melhorn & Schein (1998) o reclassificaram como Theileria

equi, nomenclatura estabelecida até os dias atuais.

A espécie Theileria equi ¢ também conhecida como pequeno piroplasma, possuindo em
média 1,5 a 2,5 um de didmetro em sua forma evolutiva intraeritrocitica (merozoito), com
formato variando entre piriforme, arredondado ou ovalado (Melhorn & Schein, 1998;
Malekifard et al., 2014). Estes parasitos sdo normalmente encontrados formando tétrades nos
eritrocitos infectados, também conhecidas como ‘“cruz de Malta”, mas também podem ser
encontrados de forma isolada ou em diades (Holbrook et al., 1968; Schein et al., 1981; Sumbria

etal., 2014).



Figura 1. Fotomicrografia de esfregaco sanguineo corado com Giemsa representando o
formato de “cruz de Malta” dos merozoitos de 7. equi. Adaptado de Onyiche et al. (2019).

A posicao taxonomica de Theileria equi € representada da seguinte forma:
Império: Eukaryota CORLISS, 1994
Reino: Protista LEVINE 1980
Filo: Apicomplexa LEVINE 1970
Classe: Aconoidasida MELHORN 1980
Ordem: Piroplasmida WENYON 1962
Familia: Theileriidae DU TOIT, 1918
Género: Theileria BETTENCOURT, FRANCA & BORGES, 1907
Espécie: Theileria equi LAVERAN, 1901, MELHORN & SCHEIN, 1998
2.1.2 Hospedeiros, vetores e ciclo biolégico

Theileria equi tem como hospedeiro definitivo os equideos, incluindo cavalos, mulas,
burros e zebras, sendo também descrita na literatura a detec¢do deste parasito em hospedeiros
ndo equideos, como caes, camelos e antas (Criado-Fornelio et al., 2004; Fritz, 2010; Qablan et
al., 2012; Da Silveira et al., 2017; Elsawy et al., 2023). A transmissao se dé principalmente
através da picada de carrapatos infectados durante o repasto sanguineo em um hospedeiro

suscetivel, onde mais de 30 espécies de carrapatos ja foram apontadas como sendo capazes de
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transmitir 7. equi, sendo elas pertencentes aos géneros Rhipicephalus, Dermacentor,

Hyalomma, Haemophysalis, Ixodes e Amblyomma (De Wall, 1992; Scoles & Ueti, 2015).

Sendo assim, ao se alimentar em um hospedeiro suscetivel, o carrapato inocula no
sangue animal as formas infectantes de 7. equi, chamadas esporozoitos, presentes na saliva do
ectoparasito. Estes esporozoitos penetram inicialmente as células mononucleares do sangue
periférico, como linfocitos, e reproduzem-se de forma assexuada (esquizogonia) formando os
macro e microesquizontes (Schein et al., 1981; Rothschild, 2013). Ap6s aproximadamente 9
dias, estes parasitos dao origem aos merozoitos que, ao romperem os esquizontes, sdo liberados
na circulagdo sanguinea e penetram os eritrocitos, onde reproduzem-se de forma assexuada por
fissdo bindria (merogonia) e geram novos merozoitos de formato piriforme que se organizam
principalmente em tétrades, formando a “cruz de malta” observada no esfregaco sanguineo

(Melhorn & Shein, 1998; Wise et al., 2013).

Ao romperem os eritrocitos, estes merozoitos podem infectar novos eritrocitos ou
diferenciarem-se em estruturas arredondadas denominadas macro e microgametocitos
(gametogonia), as quais serdo ingeridas pelo carrapato durante o repasto sanguineo. No
intestino do ectoparasito estas formas evolutivas diferenciam-se, ocorrendo um processo de
fissdo nuclear e a formacgao de estruturas protusas denominadas corpos raiados. Apos 4 a 6 dias
da ingestdo do sangue infectado pelo carrapato, os corpos raiados dividem-se formando os
macro e microgametas (gametogénese), os quais se unem por reproducao sexuada formando o
zigoto, o qual diferencia-se em cineto e penetra a parede intestinal do carrapato apos 5 a 7 dias,
alcangando a hemocele. Nesta cavidade, o cineto € transportado através da hemolinfa e penetra
as células tipo III da glandula salivar entre 7 e 8 dias. Nestas células, ocorre o processo de
esporogonia com a formacgao dos esporontes, esporoblastos e, por fim, esporozoitos, que serdo
inoculados no hospedeiro suscetivel durante o repasto sanguineo. Com isso, a formagao dos
esporozoitos ¢ completada entre 6 a 24 dias ap6s a conclusdo do processo alimentar realizado
pelo ectoparasito (Moltman et al., 1983; Zapf & Schein, 1994; Guimaraes et al., 1998;
Rothschild, 2013).

2.1.3 Distribuicao global de 7. equi e fatores de risco associados a infeccio

A piroplasmose equina ¢ uma enfermidade cosmopolita, sendo relatada em todos os
continentes onde ha presenca de vetores competentes e ¢ considerada endémica em diversas
regides do planeta. Até o presente momento, os Unicos paises considerados ndo endémicos sao

os Estados Unidos, Canada, Reino Unido, Irlanda, Islandia, Groelandia, paises pertencentes a



regido norte da Europa, Singapura, Japdo, Nova Zelandia e Australia, onde somente casos
isolados sao reportados (Guidi et al., 2015; Onyiche et al., 2019; Tirosh-Levy et al., 2020).
Dessa forma, no Brasil, a piroplasmose equina ¢ uma doenga endémica, sendo ja relatada em

todas as regides do pais.
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Figura 2. Distribuicdo global dos diferentes gendtipos de 7. equi com base na regido
hipervaridvel do gene /8s rRNA. O mapa foi construido baseado em estudos onde a deteccio
de T. equi foi realizada em sangue de equinos através de métodos moleculares e sorologicos no

periodo correspondente aos anos 2000-2019. Tirosh-Levy et al., 2020.

Por ser uma enfermidade de ampla distribui¢do global, diversos estudos preocuparam-
se em identificar fatores intrinsecos e extrinsecos associados ao risco de positividade para a
piroplasmose equina. Dentre os principais fatores que contribuem para a infec¢ao por 7. equi,
destaca-se a presenca de carrapatos com capacidade de transmitir 7. equi e a criagao de rebanhos
equideos com acesso a outras espécies animais, como bovinos, caes domésticos € animais
silvestres (Moretti et al., 2010; Peckle et al., 2013; Camino et al., 2021; Ganesan, 2023). Além
disso, as crescentes alteracdes nos padrdes climaticos podem influenciar na dindmica de
interacao patogeno-vetor, fazendo com que ambos os parasitos sejam detectados em areas
anteriormente livres; contribuindo, assim, para a disseminag¢do da piroplasmose equina ao redor

do mundo (Baptista et al., 2013; de La Fuente et al., 2023).
2.1.4 Impactos a saude animal relacionados a infeccio por Theileria equi

A piroplasmose equina pode se apresentar de forma superaguda, aguda, subaguda ou
cronica. O periodo de incubagdo para 7. equi varia de 12 a 19 dias e os sinais clinicos, quando
presentes, estdo relacionados a anemia hemolitica causada pela replicacdo do parasito no
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interior dos eritrocitos (De Wall, 1992). Dessa forma, os casos superagudos podem ocorrer,
principalmente, em neonatos devido a infecgao intrauterina (Lewis et al., 1999; Phipps & Otter,
2004), em animais livres do patégeno quando recém introduzidos em areas endémicas ou, ainda,
em individuos adultos submetidos a atividade fisica extenuante, sendo estes casos
caracterizados pela manifestacao abrupta de sinais clinicos ndo especificos como anemia severa
e colica, os quais podem levar ao colapso e a consequente morte subita (Hailat et al, 1999;

Zobba et al., 2008; Sumbria et al., 2014).

Em casos de manifesta¢do da forma aguda da doenca, os animais podem apresentar febre
alta (> 40°C), letargia, anemia moderada, desidratagcdo, anorexia, hemoglobindria, ictericia,
perda de peso e queda de desempenho, sendo esta condigdo relatada com maior frequéncia em
animais imunossuprimidos ou primo infectados (Tamzali, 2013; Coultous et al., 2018; Aida et

al., 2020; Maiti et al., 2021).

Em areas endémicas, por sua vez, ¢ comum observar casos subagudos a cronicos, uma
vez que nestas areas os animais se infectam no primeiro ano de vida e, controlada a infecgao,
estes se tornam hospedeiros do parasito por toda a vida (Rothschild, 2013; Onyiche et al., 2019).
Sendo assim, em casos subagudos, os sinais sdo semelhantes aos da fase aguda; porém,
apresentam-se de forma mais branda, sendo possivel observar diferentes graus de anemia,
palidez de mucosas e redugdo na produtividade. J& nos casos crénicos, os animais sao
geralmente assintomaticos, podendo manifestar sinais inespecificos como perda de peso e
queda no desempenho (Friedhoff & Soulé, 1996; Zobba et al., 2008; Pasolini et al., 2018;
Tirosh-Levy et al., 2020).

2.1.5 Tratamento, prevencio e controle da piroplasmose equina

Por ser uma enfermidade onde o animal se torna portador do agente patogénico por toda
a vida, o tratamento para a piroplasmose equina consiste em minimizar os sinais clinicos,
quando presentes, € no “clearance” do parasito na circulagdo sanguinea de animais infectados
em areas nao endémicas (Wise et al., 2013; Onyiche et al., 2019). Atualmente, o fArmaco de
eleicdo para o tratamento da piroplasmose equina ¢ o antiprotozodrio dipropionato de
imidocarb, sendo recomendada a aplicacdo de quatro inje¢des intramusculares de 4mg/kg em
um intervalo de 72h para o combate a infeccdo por 7. equi, e, em casos mais resistentes, faz-se

necessario realizar ciclos deste tratamento (Butler et al., 2008; Hines et al., 2015).

Apesar de ser um medicamento considerado seguro, a depender do tempo de tratamento

e da dose aplicada, a utilizagdo deste farmaco pode causar diversos efeitos colaterais, como

8



agitacdo, sudorese, hipermotilidade intestinal e diarreia (Tamzali et al., 2013; Grause et al.,
2013). Outro medicamento utilizado ¢ a buparvaquona, um antiprotozoario utilizado no
tratamento de infecgdes por diferentes espécies de Theileria e Babesia (Zaugg & Lane, 1989;
Kumar et al., 2006; Dayia et al., 2022). Contudo, apesar dos efeitos colaterais relacionados ao
uso deste fArmaco aparentarem serem mais brandos quando comparados aqueles causados pelo
dipropionato de imidocarb, ambos nao sao capazes de eliminar o parasito do organismo animal

(Muller et al., 2016; Mendoza et al., 2024).

Com isso, diferentes métodos alternativos de tratamento tém sido investigados, como a
utilizagdo de compostos antimalaricos (Nugraha et al., 2019; Rizk et al., 2019), inibidores de
metabolismo parasitdrio (Hines et al., 2015; Silva et al., 2017; Maji et al., 2019) e compostos
fitoterapicos (Badral et al., 2017; Ganchimeg et al., 2019). Contudo, a eficacia destes compostos
contra piroplasmas foi analisada apenas in vitro, ndo havendo dados suficientes que justifiquem

a utilizagdo dos mesmos como método de tratamento da piroplasmose em rebanhos equideos.

Sendo assim, pelo fato de ndo haver vacinas comprovadamente eficazes e disponiveis
comercialmente contra tal enfermidade, o controle da doenga ¢ feito principalmente através da
limitacdo do transito de animais infectados e do controle de ectoparasitos no rebanho (Friedhoff
et al., 1990; Wise et al., 2013; Tlirosh-Levy et al., 2020). Além disso, em areas endémicas, o
tratamento farmacoldgico ¢ utilizado como forma de controle ao realizar o “clearance” do
parasito no sangue de animais infectados presentes nessa regido, sendo realizada também a
quarentena de animais recém introduzidos e, em alguns casos, opta-se pela eutandsia dos

animais que testarem positivos para piroplasmose (Martin, 1999; Rothschild, 2013).
2.2 Rhpicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1887)
2.2.1 Visao geral e taxonomia

Dentre as diversas espécies de carrapatos com importdncia em medicina veterinaria,
Rhpicephalus (Boophilus) microplus destaca-se pelos impactos que pode gerar a saude e a
economia do setor de producdo animal, principalmente bovino e equino. Conhecido
popularmente como carrapato-do-boi, este parasito € o carrapato com maior relevancia mundial
no que tange a transmissao de doengas parasitarias bovinas, sendo vetor de patdgenos como

Babesia bigemina, B. bovis e Anaplasma marginale (Grisi et al., 2014; da Silva et al., 2018).

No caso dos equinos, a importancia de R. microplus reside no fato deste ectoparasito

atuar como vetor de Theileria equi, protozoario responsavel por comprometer a saide animal e



a industria equina ao redor do mundo (Friedhoff et al., 1990; Kerber et al., 1999; Sumbria et

al., 2016).
A posi¢do taxondmica de R. microplus é representada da seguinte forma:

Reino: Animalia LINNAEUS, 1758.

Subreino: Bilateria HATSCHECK, 1888.

Filo: Artropodes SIELBOLD, 1848.

Classe: Aracnideos LAMARCK, 1801.

Ordem: Ixodida LEACH, 1817.

Familia: Ixodidae DUGES, 1834.

Género: Rhipicephalus KOCH, 1844.

Espécie: Rhipicephalus (Boophilus) microplus CANESTRINI, 1887.
2.2.2 Hospedeiros e ciclo bioldgico

Apesar de parasitar preferencialmente bovinos, outras espécies podem ser parasitadas
por R. microplus em casos de alta infestacdo, como equinos, caprinos, cdes e até mesmo
humanos (Battsetseg, 2002; Nyangiwe & Horak 2007; Soares et al., 2007). No Brasil, R.
microplus ¢ especialmente relevante para o setor equestre por ser a Uinica espécie de carrapato
em territério nacional com capacidade vetorial de transmitir 7. equi comprovada
experimentalmente, podendo tal transmissdo ser realizada tanto de forma intraestadial quanto
interestadial (Guimaraes et al, 1998; Battsetseg et al., 2002; Ueti et al., 2005; Peckle et al.,
2022).

Sendo assim, Rhipicephalus microplus ¢ considerado um carrapato monoxénico, ou
seja, necessita de um unico hospedeiro para completar seu ciclo bioldgico (Hitchcock 1955,
Gonzales, 1974). Tal ciclo foi descrito inicialmente em bovinos e ¢ dividido em fase parasitaria
e fase de vida livre. Na primeira, as larvas infestam o hospedeiro vertebrado e se alimentam por
6 a 8 dias até realizarem a muda para ninfas. Estas, por sua vez, atingem o estagio adulto em 7
a 9 dias, onde as fémeas teledginas se desprendem do hospedeiro no 21° ao 23° dia ap6s a
infestacdo, embora os machos possam permanecer no bovino por mais de 38 dias fecundando

inimeras fémeas (Hitchcock, 1955; Gonzales, 1974; Bittencourt, 1990).
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Em equinos, contudo, pelo fato de ndo serem hospedeiros definitivos do carrapato, a
fase parasitdria ¢ mais prolongada em relacdo aos bovinos, uma vez que as fémeas necessitam
de um maior periodo de tempo para ingurgitar, levando de 28 a 38 dias, enquanto os machos
podem permanecer no hospedeiro por até mais de 60 dias (Bittencourt, 1990; Franque et al.,

2009; Peckle et al., 2022).

Ja na fase de vida livre do ciclo de R. microplus, as teledginas realizam a postura dos
ovos no ambiente apos se desprenderem do corpo do hospedeiro. Aproximadamente quatro
semanas apoés o inicio da postura, as larvas eclodem, maturam-se pelo periodo aproximado de
uma semana e deslocam-se de forma conjunta as extremidades da vegetagao para alcangcarem
mais facilmente o hospedeiro suscetivel, reiniciando o ciclo (Gonzéles, 1974; Bittencourt,

1990).

2.2.3 Distribui¢ao e importancia de Rhipicephalus (Boophilus) microplus no Brasil e

no mundo

Rhipicephalus (Boophilus) microplus possui uma ampla distribui¢do geografica, sendo
relatado principalmente em regides tropicais e subtropicais, como Asia, Africa e Américas
(Estrada-Pefia et al., 2006; Kamani et al., 2017). Contudo, altera¢cdes ambientais relacionadas
ao clima como temperatura, precipitagdo e umidade, além de mudangas no uso da terra, sdo
capazes de modificar a dindmica de distribui¢do e abundancia destes artropodes, fazendo com
que estes sejam capazes de se adaptar a diferentes ambientes e ampliar cada vez mais o seu

alcance geografico (Rizzoli et al., 2019; Marques et al., 2020; Nava et al., 2022).

Current
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Figura 3. Representacao da adaptabilidade global de R. microplus desenvolvida de acordo com
o modelo de nicho ecoldgico. Marques et al., 2020.
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O Brasil ¢ um pais que naturalmente oferece condi¢des ideais para a ocorréncia de R.
microplus, pois apresenta elevada densidade de hospedeiros suscetiveis e condigdes ambientais
adequadas para o desenvolvimento do ectoparasito. Sendo assim, R. microplus encontra-se
amplamente disseminado no territorio nacional, principalmente em areas rurais, onde estima-
se que 80% do gado brasileiro esteja infestado por este ectoparasito, gerando um prejuizo anual
estimado em 3,24 bilhdes de ddlares ao setor agropecuario (Grisi et al., 2014). Além disso,
alteragdes climaticas associadas ao crescente aumento da temperatura em diferentes regides do
pais podem contribuir para o aumento das geragdes anuais de R. microplus nestes locais,
intensificando ainda mais a ocorréncia do ectoparasito no territorio brasileiro (Nicaretta et al.,

2021).

Com isso, devido a elevada prevaléncia de R. microplus no pais, a falta de programas
oficiais direcionados a prevencao e controle do ectoparasito e ao aumento no numero de cepas
resistentes aos acaricidas disponiveis comercialmente (Klafke et al., 2024), hospedeiros
secundarios como os equideos acabam se tornando altamente suscetiveis a infestagdo e a
infeccdo por parasitos transmitidos por este carrapato, como 7. equi. Esta dindmica dificulta
ainda mais o monitoramento e o controle da ocorréncia de R. microplus no pais; gerando, assim,

impactos em diferentes Ambitos do setor agropecuario nacional.
2.3 Mecanismos humorais de resposta a infec¢io em carrapatos
2.3.1 Visao geral

O sistema imunolégico de artropodes vetores tem sido objeto de estudo por parte da
comunidade cientifica ha décadas. Contudo, boa parte destes estudos concentram-se
principalmente em investigar a resposta imunologica em dipteros, como moscas € mosquitos,
enquanto as informagdes a respeito dos mecanismos moleculares envolvidos na interface
patogeno-vetor em carrapatos permanecem escassas (Aguilar-Diaz et al., 2021; Fogaca et al.,

2021).

Sabe-se, porém, que os carrapatos sdo eficientes reservatorios e vetores de diferentes
agentes patogénicos responsaveis por ameagar a vida animal e humana, incluindo protozoarios,
virus e bactérias (Dantas-Torres et al., 2012). Sendo ectoparasitos hematofagos obrigatdrios, tal
versatilidade se d4 devido a aspectos favoraveis da biologia do proprio carrapato como, por
exemplo, a presen¢a de moléculas bioativas na saliva, as quais modulam a resposta imune local
do hospedeiro, facilitando a ingestao de sangue e a transmissao de patogenos (Kotal et al., 2015;

Simo et al., 2017). Além disso, os carrapatos possuem uma adaptagdo a longos periodos de
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repastos sanguineos, caracteristica que também favorece tanto a aquisi¢ao, quanto a transmissao

de diferentes microrganismos (Hajdusek et al., 2013).

Uma vez adquiridos pelo carrapato durante o repasto sanguineo, os patdogenos
necessitam evadir os mecanismos de defesa existentes nos distintos tecidos do ectoparasito a
fim de garantir sua sobrevivéncia, permanéncia e posterior transmissao a um hospedeiro
suscetivel (Smith & Pal, 2014; Sonenshine & Macaluso, 2017). Estes mecanismos
correspondem principalmente a resposta imune inata do carrapato, a qual compreende a
resposta celular, desenvolvida pela fagocitose e pelo encapsulamento, e a resposta humoral, a
qual inclui as espécies reativas de oxigénio (ERO), os peptideos antimicrobianos (AMPs) e as
demais moléculas efetoras produzidas a partir da transdugdo do sinal de diferentes vias de
sinalizagdo imunologica, sendo as principais: fator nuclear-kappa B/Toll (NF-kB/Toll), c-Jun
N-terminal quinase (JNK), via da imunodeficiéncia (IMD) e Janus quinase/transdutor de sinal
e ativador de transcrigdo (JAK/STAT) (Severo et al., 2013; Rosa et al., 2016; Capelli-Peixoto
etal., 2017).

2.3.2 Principais vias de sinalizacdo imunolégica

Dentre as principais vias de sinalizagdo imunoldgica estudadas em artropodes, a NF-
kB/Toll ¢ reconhecida por possuir um papel central na resposta a infeccdo por diferentes
microrganismos, sendo descrita principalmente em investigagdes envolvendo a resposta de
Drosophila a infecgOes bacterianas e fingicas e na resposta de Aedes aegypti a infecg¢des virais
(Lemaitre & Hoffmann, 2004; Xi et al., 2008; Valanne et al., 2011). Em carrapatos, por sua
vez, analises gendmicas avancadas demonstraram que grande parte dos componentes da via
“Toll” também sao conservados neste ectoparasito (Smith & Pal, 2014; Giulia-Nuss et al., 2016;

Kitsou & Pal, 2018).

Ao realizar a caracterizacdo do perfil transcricional de R. microplus sob desafio
microbiano, Rosa e colaboradores (2016) descreveram os principais componentes da via NF-
kB/Toll presentes neste ectoparasito, sendo eles: citocina extracelular Spatzle, receptor
transmembrana Toll, proteina adaptadora Myd88, as quinases Tube e Pelle, a proteina interativa
com Pelle (Pellino), fatores associados ao fator de necrose tumoral (TRAF), intermediério de
sinalizagdo conservado evolutivamente na via Toll (ECSIT), fator de transcricdo Dorsal,
proteina interativa com Toll (TOLLIP), alfa-estéreo e “armadillo-motif” contendo proteina

(SARM), proteina inibidora de Dorsal IkappaB Cactus (IkB) e a proteina interativa com IkB,
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Cactina. Contudo, o modo como esta via opera e a forma como ¢ orquestrada em carrapatos

ainda ndo estdo totalmente esclarecidos (Aguilar-Diaz et al., 2021; Fogaca et al., 2021).

|
Activation of immune

response genes

Cedl nucleus

Figura 4. Representagao dos componentes da via de sinalizagdo NF-«B/Toll em carrapatos. Os
componentes em vermelho representam os inibidores da via. Paulino et al., 2022.

Sabe-se, porém, que diferentes patogenos sao capazes de modular a resposta
imunoldgica do carrapato, levando a alteragdes na expressao de genes envolvidos nesta via de
sinalizagdo (Sonenshine & Macaluso, 2017; Feng et al., 2024). A exemplo, a bactéria
intracelular Anaplasma marginale demonstrou ser capaz de regular negativamente a expressao
do fator de transcricao Dorsal na glandula salivar e no intestino de adultos de Rhipicephalus
microplus (Capelli-Peixoto et al., 2017), enquanto uma elevada carga parasitaria do protozoario
T. equi ¢é capaz de levar a um aumento na expressao do receptor Toll e do gene que codifica
para a proteina ECSIT no intestino de R. microplus (Paulino et al., 2022). Da mesma forma,
Borrelia burgdorferi é capaz de modular a resposta imunologica de células de Ixodes scapularis
ao induzir um aumento na expressdo do gene que codifica para a proteina adaptadora Myd88
(Smith et al., 2016), ao passo que a infec¢ao de células de 1. ricinus por flavivirus leva também
a uma regulacao positiva do receptor Toll (Mansfield et al., 2017). Tais fatos evidenciam que,

assim como nos demais artropodes, a via Toll estd intrinsecamente relacionada a resposta a
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infec¢des; contudo, os mecanismos funcionais envolvidos neste processo ainda necessitam ser

melhor compreendidos.

Outra importante via de sinalizacdo descrita em artropodes € a IMD. Em Drosophila,
esta via ¢ ativada através do reconhecimento do 4cido diaminopimélico (DAP)-tipo
peptidoglicano, presente na superficie de grande parte das bactérias gram negativas e de
algumas gram positivas, pelas proteinas de reconhecimento de peptideoglicanos (PGRPs)
(Neyen et al., 2012; Kleino & Silverman, 2014). Além disso, foi demonstrado em células de
Aedes aegypti que padrdes moleculares associados a patdgenos (PAMPs) presentes em virus de
genoma RNA também sdo capazes de ativar a via IMD (Russell et al., 2021). J4 em carrapatos,
observou-se que glicerofosfolipideos presentes na membrana de bactérias como Borrelia
burgdorferi, Anaplasma phagocytophilum e A. marginale também podem atuar como PAMPs
na ativacao da via IMD; contudo, o mecanismo envolvido no reconhecimento dessas moléculas

em carrapatos ainda nao ¢ esclarecido (Shaw et al., 2017; Fogaga et al., 2021).

Andlises gendmicas demonstraram que carrapatos, assim como certos aracnideos e
hemipteros, ndo possuem alguns dos principais componentes envolvidos nesta via, como a
proteina transmembrana de reconhecimento de peptideoglicano (PGRP-L), proteina associada
a Fas (FADD), molécula adaptadora IMD, repressor defensivo 1 (Dnrl) e a proteina semelhante
a ced-3/Nedd?2 relacionada a morte (DREDD), proteinas estas envolvidas no mecanismo de
ativacao desta via descrita em Drosophila (Palmer & Jiggins, 2015; Rosa et al., 2016; Zumaya-
Estrada et al., 2018). Contudo, apesar da auséncia destes componentes, a via IMD ¢ ativada e
desempenha relevante papel no controle da infeccdo em carrapatos por diferentes patdogenos,
como B. burgdorferi e A. phagocitophylum (Shaw et al., 2017; McClure et al., 2019; O’neal et
al., 2023).

Dessa forma, em carrapatos, foi demonstrado que esta via pode ser ativada através de
uma E3 ubiquitina ligase chamada proteina inibidora de apoptose ligada ao X (XIAP), a qual
interage com o complexo heterodimero da enzima conjugadora E2 Bendless:UEV1a (SEVERO
etal., 2013). Com isso, a XIAP realiza a poliubiquitinagao de seu substrato p47, o qual conecta-
se com Kenny/Nemo, subunidade reguladora do complexo da quinase inibidora de NF-«B. Tal
ligacdo induz a fosforilacdo da quinase inibidora de NF-xB (IKK) e de Relish, o fator de
transcri¢do da via IMD. Com isso, Relish ¢ clivado e translocado para o ntcleo, culminando
com a sintese de moléculas efetoras, como peptideos antimicrobianos, que irdo atuar contra o
agente infeccioso (Shaw et al., 2017; McClure et al., 2019). Além disso, os componentes
inibitérios desta via também foram descritos em carrapatos, sendo eles: Caspar (fator 1
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associado a FAS), POSH (E3ligase com dominio SH3) e Caudal (Rosa et al., 2016; McClure et
al., 2019).

Em Drosophila, foi observado que os componentes da via IMD denominados quinase 1
ativada pelo fator de crescimento transformador (TAK1) e a proteina de ligagdo ao TAKI 2
(TAB2) sdo capazes de ativar uma via de sinalizagdo alternativa chamada “Jun-N-terminal
quinase” (JNK), a qual aparentemente ndo induz a formagdo de peptideos antimicrobianos
(Silverman et al., 2003). Foram descritos cinco componentes nesta via, sendo eles também
encontrados em carrapatos, os quais incluem: proteina ativada por mitogeno (MAP), quinase
quinase Hemipterous (MKK), quinase “Jun Basket” (JNK), ativador de proteina 1 (AP-1) e os
fatores de transcricdo JRA (antigeno relacionado a Jun) e FRA (antigeno relacionado a Fos)
(Rosa et al., 2016; McClure et al., 2019). Contudo, estudos adicionais necessitam ser
conduzidos para melhor compreensdo do funcionamento deste ramo pertencente a via IMD em

carrapatos.
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Figura 5. Representacao dos componentes das vias de sinalizagdo IMD e JNK em carrapatos.
Os componentes em vermelho representam os inibidores da via. Adaptado de Paulino et al.,
2022.

A via JAK/STAT, por sua vez, assim como a via Toll, possui a grande maioria dos seus
componentes centrais conservados em carrapatos, assim como nos demais artropodes, sendo
uma via particularmente sensivel a infec¢des virais (Dostert et al., 2005). Com isso, seis dos

sete componentes comumente encontrados em artropodes foram também descritos em
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carrapatos, sendo eles: o receptor transmembrana de citocinas Domeless, a tirosina janus
quinase (JAK), o transdutor de sinal e ativador de transcrigdo (STAT), a molécula adaptadora
de transdug¢ao de sinal (STAM) e as proteinas inibidoras PIAS (inibidores de proteinas ativadas
STAT) e SOCS (supressores da sinalizacao de citocinas) (Kotsyfakis et al., 2015; Giulia-Nuss
et al., 2016; Rosa et al., 2016). Contudo, o gene codificante para a proteina ligante do receptor
Domeless, a Unpaired (Upd), ndo foi ainda encontrado no genoma de carrapatos, sendo esta
proteina responsavel pelo desencadear da transducao do sinal em estudos envolvendo a resposta
de Drosophila a infecgdes microbianas (Hayashi et al., 2012; Amoyel et al., 2014; Shin et al.,
2020).

Apesar da auséncia da proteina Upd, a via JAK/STAT desempenha importante papel no
controle de infec¢des em carrapatos (Liu et al., 2012; Narasimhan et al., 2014); contudo, a forma
como tal via ¢ ativada ainda ndo ¢ completamente elucidada. Foi demonstrado que Ixodes
scapularis utiliza um receptor Domel que reconhece a citocina interferon gamma (IFN-y),
proveniente do sangue hospedeiro durante o repasto, para ativar a via JAK/STAT e gerar a
molécula efetora amidase domesticado 2 (Dae2), a qual atua no controle da infec¢do por
Borrelia burgdorferi (Smith et al., 2016; Rana et al., 2023). Além disso, Ayllon e colaboradores
(2015) observaram que a inibi¢ao de JAK e STAT resultou em uma reducao da carga parasitaria
de Anaplasma phagocytophilum em Ixodes scapularis, uma vez que tal via ¢ implicada na

inibi¢do da apoptose em neutrdfilos (Galindo & de la Fuente, 2012).

Contudo, um outro estudo conduzido por Narasimhan e colaboradores (2014)
demonstrou que uma das moléculas efetoras da via JAK/STAT, a peritrofina-1, € essencial para
a integridade da matriz peritréfica no intestino de ninfas de 1. scapularis e para a colonizagao
de Borrelia burgdorferi, uma vez que mudancas na microbiota intestinal gerou uma diminui¢ao
na expressdo de STAT e, consequentemente, da peritrofina-1 e nos niveis da bactéria,
demonstrando que a presenga da molécula contribui para a sobrevivéncia de B. burgdorferi no
intestino do carrapato. Em contrapartida, a infeccdo por A. phagocytophilum resultou em
desestabiliza¢do da microbiota intestinal de 1. scapularis uma vez que a redugdo de peritrofina-
1 contribui para o aumento na expressdo de uma glicoproteina anti-congelante no intestino do
carrapato, a qual compromete a matriz peritrofica e facilita a colonizagdo de A.
phagocytophilum (Abraham et al., 2017). Ja em Rhipicephalus microplus, Capelli-Peixoto e
colaboradores (2017) observaram que a deficiéncia de STAT leva a uma regulacdo negativa

dos AMPs ixodidina e lisozima na glandula salivar e da defensina na glandula salivar e no
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intestino destes carrapatos, demonstrando o papel da ativagdo desta via na sintese e liberacao

de moléculas efetoras antimicrobianas.

UPD

Domeless

nucleo

Figura 6. Representacdo dos componentes das vias de sinalizagdo JAK/STAT. Os componentes
em vermelho representam os inibidores da via, enquanto o componente de cor neutra nao foi
descrito ainda em carrapatos. Imagem criada com a ferramenta BioRender.com. Adaptado de
Fogaca e colaboradores (2021).

2.3.3 Peptideos antimicrobianos (AMP’s)

Os peptideos antimicrobianos (AMP’s) correspondem a uma classe de moléculas
efetoras conservadas evolutivamente de elevada importdncia no sistema imunolégico de
vertebrados e invertebrados, uma vez que possuem um amplo espectro de propriedades
antimicrobianas (Zhang & Gallo, 2016; Xuan et al., 2023). Em carrapatos, os peptideos
antimicrobianos sdo encontrados principalmente nos hemocitos, corpo gorduroso, glandula

salivar, intestino e ovario (Sonenshine & Hynes et al., 2008).

Uma das classes de AMP’s produzidas por carrapatos, as hemocidinas, sao peptideos
produzidos por proteinases presentes no intestino do ectoparasito, as quais utilizam a
hemoglobina ingerida durante o repasto sanguineo como substrato para a sintese de AMP’s
derivados da hemoglobina. (Fogaca et al., 1999; Nakajima et al., 2003; Cruz et al., 2010).
Apesar de estudos estruturais com a hemocidina Hb33-61a sintética amidada de R. microplus
terem demonstrado que seu terminal C-a-helicoidal ¢ responsédvel pela permeabiliza¢do de
membranas microbianas (Machado et al., 2007), a forma como esses peptideos atuam ainda nao

¢ bem esclarecida (Fogaga et al., 2021).
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Uma outra classe de AMP’s descritas em diferentes espécies de carrapato € a defensina,
a qual atua no combate a diferentes microrganismos, como bactérias resistentes a antibidticos,
fungos e protozoarios (Hajdusek et al., 2013; Wu et al., 2022). Em Dermacentor variabilis, foi
demonstrado que a defensina-2 ¢ responsavel por causar permeabilizacdo da membrana
bacteriana de Rickettsia montanensis, resultando no vazamento de proteinas citoplasmaticas e
na redu¢do da carga bacteriana no intestino deste carrapato (Pelc et al., 2014). Ja em Ixodes
ricinus, foram isoladas duas isoformas de defensina (Def1 e Def2), sendo a Def2 apontada como
mais eficaz em inibir e eliminar bactérias em comparag¢ao com a Defl (Rudenko et al., 2005,
2007). Além disso, foi observado que infec¢des por Borrelia sp., Rickettsia sp. e Neoehrlichia
mikurensis levam a um aumento na expressao de genes codificantes para defensinas em Ixodes

ricinus € Dermacentor variabilis (Szczotko et al., 2024).

Em Drosophila, foi demonstrado que a translocacdo do fator de transcri¢do Dorsal para
o nucleo induz a produgdo de defensinas (Imler & Hoffman, 2000). Contudo, Alvarado-
Delgado e colaboradores (2022) demonstraram que, ao silenciar o gene PGRP em Triatoma
pallidipennis infectado por Eschirichia coli e Mycobacterium luteus, a expressao de defensinas
foi diminuida, sugerindo que a via IMD também atua na regulacao da expressao deste peptideo.
Além disso, um estudo conduzido por Capelli-Peixoto e colaboradores (2017) demonstrou que
a deficiéncia do fator de transcricdo STAT na glandula salivar e no intestino de R. microplus
infectado por Anaplasma marginale resultou em uma diminuicdo da expressao de defensinas
nestes tecidos, sugerindo que a regulacao da expressao deste AMP ndo € restrita a uma Unica

via de sinalizagdo imunolégica.

Dentre os peptideos descritos em carrapatos, cabe destacar ainda a microplusina, um
AMP com dominios histidina e cisteina o qual foi isolado inicialmente da hemolinfa de R.
microplus (Fogacga et al., 2004) e Amblyomma hebraeum (Lai et al., 2004). Foi demonstrado
que este peptideo possui atividade bacteriostatica contra bactérias gram positivas em R.
microplus, interferindo no processo de respiracao celular ao atuar como quelante de cobre, além
de afetar a melanizacgdo e a formagdo de capsula em infecgdes por Cryptococcus neoformans e
exercer um efeito protetor contra a infeccdo por Rickettsia rickettsii em Amblyomma
aureolatum (Silva et al., 2009, 2011; Martins et al., 2018). Além disso, foi observado que os
niveis de microplusina aumentam gradualmente ao longo do desenvolvimento do ovario,
alcangando um valor maximo trés dias apos as fémeas adultas cairem dos hospedeiros e
iniciarem a oviposic¢ao, sugerindo que tal peptideo atua na protecdo do embrido antes e apos a

oviposicao (Esteves et al., 2009). Cabe destacar, ainda, que em R. microplus, o silenciamento
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do gene que codifica para o fator de transcricdo da via IMD, o Relish, resultou em uma
diminui¢do nos niveis de expressdo da microplusina no intestino e na glandula salivar deste
carrapato durante infec¢do por Anaplasma marginale, sugerindo que esta via esta envolvida na

regulagdo da sintese deste AMP (Capelli-Peixoto et al., 2017).

Uma outra importante classe de moléculas com propriedades antimicrobianas sdo os
inibidores de serina proteases, os quais atuam sobre proteinases de microrganismos envolvidas
na colonizacao de tecidos e evasdo das defesas do hospedeiro (Armstrong, 2001). Dentre estes
inibidores, destaca-se a ixodidina, descrita inicialmente na glandula salivar de Rhipicephalus
microplus (Fogaga et al., 2006). Além disso, outros peptideos inibidores de protease foram
descritos em diferentes espécies de carrapatos, como o inibidor de serina proteinase tipo Kunitz
(HIMKI) em Haemaphysalis longicornis (Miyoshi et al., 2009), o inibidor de tirosina do tipo
Kutniz em Dermacentor variabilis (Ceraul et al., 2011) e, ainda, a ixoquimostatina em Ixodes
scapularis (Martins et al., 2025). Em R. microplus, a deficiéncia do fator de transcri¢do STAT
na glandula salivar deste carrapato resultou em uma redu¢do na expressdao da ixodidina,
indicando que a via JAK/STAT pode regular a expressdo de tal molécula efetora (Capelli-
Peixoto et al., 2017). Contudo, a forma como estes peptideos atuam e respondem a infec¢cao em

carrapatos ainda nao ¢ bem esclarecido.
2.3.4 Metabolismo de oxidorreducao

O metabolismo de oxidorreducdo, ou apenas metabolismo redox, consiste em um
complexo sistema que compreende a regulacdo fina das reacdes de oxidorreducao que ocorrem
durante o metabolismo celular (Lennicke & Cochemé, 2021). Fisiologicamente, durante o
processo de respira¢do celular aerdbica, sdo geradas diversas espécies reativas de oxigénio
(ERO), as quais consistem em uma extensa familia de moléculas oxidantes derivadas do
oxigénio molecular (Sies et al., 2022). Durante décadas, tais moléculas foram implicadas como
descarte metabdlico pelo fato de possuirem carater toxico, podendo danificar uma gama de
biomoléculas como proteinas, lipidios e 4cidos nucleicos e, com isso, podendo levar a disfuncao
e morte celular (Jones, 2006; Cadet & Wagner, 2013; Weidinger & Koslov, 2015). Todavia, os
avangos no estudo destes metabolitos demonstraram que as ERO estdo envolvidas também em
diversos processos significativos para a sobrevivéncia das células, como controle de lesdes
teciduais e inflamacdo, sinalizacdo e proliferacdo celular, além de diferenciacdo e apoptose

(Fang, 2004; Forrester et al., 2018; Sies, 2020).
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Dito isto, durante um processo infeccioso, as ERO possuem relevante papel devido ao
seu potencial toxico ao agente invasor € a sua atuagao nas diferentes esferas do metabolismo
celular. Dentre as diversas espécies reativas de oxigénio descritas, as principais € mais
conhecidas sao o radical anion superoxido (O27) e o perdxido de hidrogénio (H20») (Lennicke
& Cochemé, 2021, Sies et al., 2022). Estes metabolitos sdo produzidos principalmente por
enzimas mitocondriais pertencentes a superfamilia da nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato hidrogénio oxidases (NADPH-oxidases), a qual compreende cinco subfamilias de
enzimas homodnimas, cuja nomenclatura foi abreviada para NOX (NADPH-oxidases), e duas
subfamilias de enzimas relacionadas denominadas dual-oxidases (DUOX) (Lambeth, 2004;
Kawahara, 2007). Em geral, as NOXs s3o enzimas responsaveis por transferir elétrons da
molécula NADPH para moléculas de O, formando o radical anion superoxido (O2’), enquanto
as enzimas DUOX estdo envolvidas principalmente na producao de perdxido de hidrogénio
(H20,) pela adi¢do de ions H" ao O, (Leto & Geiszt, 2006; Block & Gorin, 2012; Conner,
2021).

Além da mitocondria, uma outra organela que atua como importante fonte de ERO ¢ o
reticulo endoplasmatico, o qual consiste no local de dobragem de proteinas realizada através da
formagdo de pontes dissulfeto intramoleculares, um processo redox que resulta na geracao de
H>0o. (Sies & Jones, 2020). Tal dobragem oxidativa das proteinas ¢ catalisada principalmente
por enzimas da familia oxirredutase do reticulo endoplasmatico 1 (ERO1), as quais transferem
elétrons de proteinas com carga por meio de proteinas dissulfeto isomerases (PID) para o
oxigénio molecular, gerando perdxido de hidrogénio (Masciarelli & Sitia, 2008; Aanelli et al.,

2012; Battharai et al., 2021).

Além disso, uma outra classe de enzimas envolvidas na geracdo de H>O» sdo as
superoxidos dismutases (SOD), as quais consistem em metaloenzimas que apresentam ions
metalicos como cofator, sendo a cobre-zinco superdxido dismutase (CuZnSOD) e a manganés
superoxido dismutase (MnSOD) as mais conhecidas (Zelko et al., 2002). Estudos com
camundongos demonstraram que tais enzimas podem ser encontradas no citosol ou no meio
extracelular, no caso da CuZnSOD ou, ainda, na matriz € membrana interna da mitocondria,
como a MnSOD (Okado-Matsumoto & Fridovich, 2001). Como sugere sua nomenclatura, estas

enzimas sao responsaveis pela reacao de dismutagdo do O2” em H>O, (Fridovich, 1995).

Pelo fato de o anion superdxido ser altamente instadvel, sua conversao em perdxido de
hidrogénio ¢ rapidamente realizada pelas enzimas responsaveis por catalisar tal reacdo, fazendo
com que o H2O; seja a principal molécula utilizada como sensor de estresse oxidativo pelas
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células (Marinho et al., 2014; Sies, 2017). Com isso, para evitar que a célula hospedeira seja
danificada pelo estresse oxidativo gerado durante processos infecciosos, diversas enzimas
antioxidantes atuam de forma a neutralizar tais moléculas e garantir a sobrevivéncia da célula.
Dentre elas, pode-se citar a catalase (CAT), encontrada principalmente nos peroxissomos, € a
glutationa peroxidase (GPX), encontrada principalmente no citoplasma, as quais atuam em
conjunto com as enzimas SOD convertendo o H,O» gerado em dgua (H>O) e oxigénio molecular

(O2) (Rahal et al., 2014; Handy & Loscalzo, 2022).

DUOX 1,2

ERO1 1

PHGPX

» LOOH

Figura 7. Representacdo grafica das enzimas envolvidas no metabolismo de oxidorredugao.
Esquema desenvolvido através da ferramenta BioRender.com

Uma outra familia de enzimas antioxidantes sdo as peroxirredoxinas (PRX), que
correspondem a um grupo de ndo-seleno peroxidases especificas para tidis responsaveis por
eliminar hidroperdxidos organicos através de um residuo especifico de cisteina conhecido como
Cys, sendo encontrada em diversos compartimentos celulares, como mitocondria, citosol e
peroxissomos (Wood et al., 2003; Villar et al., 2023). J4 a fosfolipidio hidroperdxido glutationa
peroxidase (PHGPX), uma outra classe de peroxidases, ¢ responsdvel pela hidrolise de
hidroperoxidos de lipidio utilizando o aminoacido glutationa como doador de elétrons, sendo
encontrada principalmente na mitocondria e no citosol (Hall et al., 2009; Navarro-Yepes et al.,
2014). Além disso, uma outra familia de enzimas que catalisa reacdes de oxidorreducao
utilizando a glutationa como substrato ¢ a glutationa-s-transferase (GST), que consiste em um
grupo de enzimas encontradas principalmente no citosol, na mitocondria ou, ainda, associadas
a membranas celulares (Hayes et al., 2005). Tais enzimas sdo responsaveis pela conjugacdo da
glutationa a compostos eletrofilicos, como o peréxido de hidrogénio. aumentando a

solubilidade destes produtos e facilitando sua excrecao (Tew et al., 2011; Mazari et al., 2023).
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Cabe destacar, ainda, o papel antioxidante das tiorredoxinas (TRX) na regulacdo do
metabolismo redox, sendo enzimas redutases que atuam catalisando a troca de dissulfeto/ditiol
de moléculas proteicas oxidantes, como a glutationa ou até mesmo as peroxirredoxinas em seu
estado oxidado, através de um sitio altamente conservado contendo residuos de cisteina
(Nakamura et al., 1997). Ap6s a conclusdo de um ciclo catalitico, esses dois residuos de cisteina
sao oxidados e formam uma ligagdo dissulfeto, sendo convertidos de volta ao estado reduzido
pela tiorredoxina redutase (TRXR) (Zhong et al., 2000; Lu & Holmgren, 2014). Estas enzimas
sdo distribuidas em diversos compartimentos celulares, como citosol, mitocondria, associadas
a membrana celular ou, ainda, podem ser secretadas para o compartimento extracelular (Collet

& Messens, 2010).

Com isso, observa-se que a regulacdo do balango redox celular depende da atuacdo
conjunta de diferentes enzimas com atividade tanto pro-oxidantes como antioxidantes. Assim,
em células de mamifero, a expressdo de genes codificantes para tais enzimas envolvidas no
metabolismo redox, como as SOD e as enzimas envolvidas no metabolismo de
oxida¢do/reducdo da glutationa, estd associada principalmente a atuagdo de fatores de
transcricdo sensiveis a variacdo na concentracdo de peroxido de hidrogénio, como o fator
nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2 (Nrf2) ¢ o NF-xB (Marinho et al., 2014; Sies, 2017).
O mesmo foi observado em Drosophila, onde a sinalizacdo do Nrf2 ativada por substancias
oxidantes induziu respostas antioxidantes no organismo da mosca, conferindo maior tolerancia
ao estresse oxidativo (Sykiots & Bohman, 2008). Ja em células de Aedes albopictus infectadas
pelo virus da dengue (DENV?2), o silenciamento de um outro fator de transcri¢do, o p53,
envolvido na expressao do gene da catalase, resultou em acumulo de ERO nas células
infectadas, evidenciando o papel deste fator no metabolismo redox de mosquitos (Chen et al.,

2018).

Em carrapatos, por sua vez, foi demonstrado que o Nrf2 estd diretamente envolvido na
resposta oxidativa a patdgenos, uma vez que a infec¢do por Anaplasma phagocytophilum e
Borrelia burgdorferi em Ixodes scapularis induziu a atividade de Nrf2, enquanto que células
de carrapato deficientes para a expressao de Nrf2 mostraram acimulo de espécies reativas de
oxigénio, além de uma redugdo na sobrevivéncia microbiana (Rosche et al., 2023). Apesar
destes resultados evidenciarem o papel deste fator de transcricdo na resposta oxidativa de
carrapatos, maiores estudos ainda necessitam ser conduzidos para melhor compreensido de
como a expressao de genes pro e antioxidantes ¢ induzida nestes artrépodes em resposta a

infecgao.
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Vale ressaltar que, embora ndo haja evidéncias de como o metabolismo redox de
carrapatos opera no combate a infec¢des, sabe-se que os hemocitos produzem espécies reativas
de oxigénio sob estimula¢do, uma vez que bactérias gram-positivas induziram a producao de
peroxido de hidrogénio e superoxido pelos hemocitos de Rhipicephalus microplus (Pereira et
al., 2001). Nesta mesma espécie de carrapato, a enzima citocromo ¢ oxidase III, pertencente ao
complexo IV mitocondrial da cadeia transportadora de elétrons e envolvida na formagao de
ERO, demonstrou ser relevante para o balanco redox e para a transmissdo de Anaplasma
marginale, uma vez que o silenciamento desta enzima resultou em falha na transmissao deste

patdgeno para bovinos (Bifano et al., 2014).

J& em Ixodes scapularis, o silenciamento da peroxirredoxina Salp25D dificultou a
aquisicao de Borrelia burgdorferi pelo carrapato quando este alimentou-se em camundongos
infectados, sugerindo que a referida enzima pode estar envolvida na desintoxicacdo das ERO
tanto no local de alimentagdo, quanto no intestino do carrapato (Narasimhan et al., 2007). Além
disso, na mesma espécie, foi observado que uma matriz extracelular formada por ligagdes
covalentes de ditirosina, catalisadas pela dual oxidase (DUOX) e por outras enzimas
denominadas heme peroxidases, estd localizada no intestino e atua como um escudo,
favorecendo a colonizagdo por B. burgdorferi (Yang et al., 2014). Em Amblyomma maculatum,
por sua vez, foi observado que a infeccao por Rickettsia parkeri induziu um aumento na
expressdo da enzima catalase na glandula salivar, no intestino e no ovario do vetor, enquanto
que o silenciamento do gene que codifica para tal enzima resultou em diminui¢ao nos niveis da
bactéria; demonstrando, assim, o papel da catalase no controle do estresse oxidativo em resposta

a infec¢do em carrapatos (Budachetri et al., 2017).

Sendo assim, observa-se que o metabolismo redox constitui um importante mecanismo
tanto em processos fisioldgicos, quanto em processos fisiopatologicos envolvidos na
sobrevivéncia de carrapatos (Sabadin et al., 2019; Hernandez et al., 2022). Dessa forma, a
ampliacao de estudos envolvendo os diferentes componentes deste metabolismo, assim como
sua interrelacdo com outros componentes da resposta imunoldgica de carrapatos, podem
auxiliar na identificacdo de potenciais alvos para o controle destes artropodes e,

consequentemente, das doengas transmitidas por eles.
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CAPITULO I

EXPRESSAO DIFERENCIAL DE GENES ENVOLVIDOS NO METABOLISMO DE
OXIDORREDUCAO NOS DIFERENTES ESTAGIOS EVOLUTIVOS DE
Rhipicephalus microplus (ACARI: IXODIDIDAE) EM RESPOSTA A INFECCAO POR
Theileria equi (PIROPLASMIDA: THEILERIDAE)
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RESUMO

RABELLO, Carla Alves. Expressido diferencial de genes envolvidos no metabolismo de
oxidorreducdo nos diferentes estagios evolutivos de Rhipicephalus microplus (ACARI:
IXODIDIDAE) em resposta a infeccio por Theileria equi (PIROPLASMIDA:
THEILERIDAE). 2025. 24p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Veterindrias). Instituto de
Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2025.

A piroplasmose equina corresponde a uma das principais enfermidades que acomete equideos
ao redor do mundo e tem o protozoario Theileria equi como um de seus agentes etioldgicos. A
transmissao se da principalmente através de carrapatos infectados durante o repasto sanguineo.
No Brasil, Rhipicephalus microplus ¢ a unica espécie de carrapato com capacidade vetorial de
transmitir 7. equi comprovada experimentalmente. Contudo, existem diversas lacunas a
respeito dos mecanismos envolvidos nesta interface patdogeno-vetor. Para sobreviver e ser
transmitido a um hospedeiro suscetivel, o parasito necessita evadir a resposta imunologica inata
do carrapato. Um dos principais componentes desta resposta ¢ o metabolismo redox, o qual
compreende uma série de enzimas que atuam na sintese € na regulagdo dos niveis de espécies
reativas de oxigénio (ERO) no ambiente celular. As ERO atuam em processos infecciosos
devido ao seu carater toxico, podendo gerar danos celulares aos patdogenos. Porém, tal
toxicidade se estende também a célula hospedeira, havendo necessidade de uma resposta
orquestrada envolvendo componentes pré e antioxidantes para garantir a sobrevivéncia celular.
Com isso, o objetivo deste estudo foi avaliar a expressao diferencial de genes relacionados ao
metabolismo redox nos diferentes estagios evolutivos de Rhipicephalus microplus em resposta
a infeccdo por Theileria equi. Para isso, um equino portador crénico de 7. equi (controle
positivo) e um equino ndo infectado (controle negativo) foram infestados com larvas de R.
microplus livres de patdogenos. Apos o periodo de fixagdo e repasto sanguineo, larvas e ninfas
inteiras foram coletadas e armazenadas individualmente, enquanto as fémeas foram dissecadas
e o intestino e a glandula salivar de cada exemplar foi armazenado de forma individual. Em
seguida, foi feita a extracdo do RNA e a sintese do cDNA de cada amostra, os quais foram
submetidos ao ensaio de expressdo génica relativa através da qPCR. No intestino de R.
microplus, os genes pro-oxidantes CuZnSOD, DUOX-1, DUOX-2 e EROI foram mais
expressos no grupo infectado em relagao ao controle, enquanto que na glandula salivar apenas
os genes DUOX-1 e DUOX-2 foram regulados positivamente, sugerindo que tais enzimas
podem desempenhar relevante papel na resposta oxidativa de R. microplus a infec¢do por 7.
equi em diferentes tecidos. Em relacdo aos genes antioxidantes analisados, apenas o gene
catalase foi mais expresso no grupo infectado, considerando ambos os tecidos, sugerindo que
esta enzima pode ser crucial no controle dos niveis de ERO no ambiente celular. Na glandula
salivar, contudo, foi observado que o gene que codifica para a enzima glutationa-s-transferase
(GST-1) foi significativamente suprimido no grupo infectado, sugerindo que tal enzima pode
ter papel fundamental na resposta antioxidante neste tecido e sua supressdo indica um
mecanismo de favorecimento da resposta oxidativa pelo carrapato. Nos estdgios de larva e ninfa
de R. microplus, contudo, a infecg¢do por 7. equi pareceu nao estimular significativamente uma
resposta oxidativa. Os resultados obtidos neste trabalho auxiliam na elucidagdo da resposta
oxidativa de R. microplus a infecgdo por 7. equi e permite identificar possiveis moléculas-chave
para o desenvolvimento de novas ferramentas de prevencao e controle da piroplasmose equina
no Brasil.

Palavras-chave: Piroplasmose equina, interacdo patdgeno-vetor,, metabolismo redox de
carrapatos
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ABSTRACT

RABELLO, Carla Alves. Differential expression of genes related to redox metabolism in
different developmental stages of Rhipicephalus microplus (ACARI: IXODIDIDAE) in
response to Theileria equi (PIROPLASMIDA: THEILERIDAE) infection. 2025. 24p.
Dissertation (Master's Degree in Veterinary Sciences), Veterinary Institute, Department of
Animal Parasitology, Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2025.

Equine piroplasmosis is one of the main diseases affecting equids worldwide, with the
protozoan Theileria equi being one of its etiological agents. Transmission occurs mainly
through infected ticks during blood feeding. In Brazil, Rhipicephalus microplus is the only tick
species with experimentally proven vector capacity to transmit 7. equi. However, there are still
several gaps regarding the mechanisms involved in this pathogen-vector interface. To survive
and be transmitted to a susceptible host, the parasite needs to evade the tick's innate immune
response. One of the main components of this response is redox metabolism, which involves a
series of enzymes that regulate the synthesis and levels of reactive oxygen species (ROS) in the
cellular environment. ROS play a role in infectious processes due to their toxic nature,
potentially causing cellular damage to pathogens. However, this toxicity also extends to the
host cell, necessitating a coordinated response involving both pro- and antioxidants to ensure
cellular survival. Therefore, the aim of this study was to evaluate the differential expression of
genes related to redox metabolism in different developmental stages of Rhipicephalus
microplus in response to Theileria equi infection. For this, a chronically infected equine with
T. equi (positive control) and a non-infected equine (negative control) were infested with 7.
equi-free R. microplus larvae. After the fixation and blood feeding period, whole larvae and
nymphs were collected and stored individually, while the females were dissected, and the
midgut, ovary, and salivary gland of each specimen were stored separately. RNA extraction and
cDNA synthesis were performed for each sample, followed by relative gene expression assays
using qPCR. In the midgut of R. microplus, the pro-oxidant genes CuZnSOD, DUOX-1, DUOX-
2, and EROI were more highly expressed in the infected group compared to the control, while
in the salivary gland, only the DUOX-1 and DUOX-2 genes were positively regulated,
suggesting that these enzymes may play a significant role in the oxidative response of R.
microplus to T. equi infection in different tissues. Regarding the antioxidant genes analyzed,
only the catalase gene was more highly expressed in the infected group in both tissues,
suggesting that this enzyme may be crucial in controlling ROS levels in the cellular
environment. In the salivary gland, however, it was observed that the gene encoding the enzyme
glutathione S-transferase (GS7-1) was significantly suppressed in the infected group,
suggesting that this enzyme may play a key role in the antioxidant response in this tissue, and
its suppression indicates a mechanism favoring the oxidative response by the tick. In the larval
and nymph stages and in the ovary of R. microplus, T. equi infection did not seem to
significantly stimulate an oxidative response. The results obtained in this study help to elucidate
the oxidative response of R. microplus to T. equi infection and identify potential key molecules
for the development of new tools for the prevention and control of equine piroplasmosis in
Brazil.

Keywords: Equine piroplasmosis, pathogen-vector interface, tick redox metabolism.
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1 INTRODUCAO

As doengas transmitidas por carrapatos representam uma ameaca global e sdo
responsaveis por causar prejuizos a saude de diferentes espécies animais (de la Fuente et al.,
2023). Em equideos, a principal delas ¢ a piroplasmose equina (PE), uma enfermidade que
possui como um de seus agentes etioldgicos o protozoario intraeritrocitico Theileria equi
(Laveran, 1901, Melhorn & Schein, 1998), capaz de infectar uma gama de hospedeiros, como
cavalos, mulas, burros e zebras, sendo também descrita na literatura a deteccao deste parasito
em hospedeiros nao equideos, como caes, camelos e antas (Criado-Fornelio et al., 2004; Fritz,

2010; Qablan et al., 2012; Da Silveira et al., 2017; Elsway et al., 2023).

Infec¢des por 7. equi podem gerar sinais clinicos variados. Em casos agudos, os
animais podem apresentar febre alta (> 40°C), inapeténcia, perda de peso, hemoglobinuria,
ictericia, anemia hemolitica e, ainda, podem vir a 6bito (Tamzali, 2013; Coultous et al., 2018).
Em casos cronicos, todavia, os animais tendem a ser assintomaticos e atuar como fonte de
infeccdo no rebanho (Rothschild, 2013; Onyiche et al., 2019). Isso se deve principalmente ao
fato de ndo haver vacinas eficazes em prevenir a infeccdo ou farmacos comercialmente
disponiveis que sejam capazes de eliminar o parasito do organismo animal (Sears et al., 2020;
Tyrosh-Levy et al., 2020). Assim, o diagndstico positivo para piroplasmose equina faz com que
haja impedimentos no transito internacional de equideos e, associado aos gastos
medicamentosos € aos prejuizos a saude animal, tal enfermidade € responséavel por gerar severos

impactos ao setor equestre ao redor do mundo (Friedhoff, 1990; Wise et al, 2013).

Diversas espécies de carrapatos pertencentes aos géneros Rhipicephalus, Dermacentor,
Hyalomma, Haemaphysalis, Ixodes ¢ Amblyomma sao incriminadas como vetores de 7. equi,
(De Wall, 1992; Scoles & Ueti, 2015). No Brasil, a tnica espécie com capacidade vetorial
comprovada experimentalmente ¢ o carrapato do boi, Rhipicephalus microplus (Guimaraes et
al., 1998; Peckle et al., 2022). Contudo, os mecanismos moleculares envolvidos na interface
patoégeno-vetor que permitem com que R. microplus seja capaz de transmitir 7. equi ainda ndo

estdo esclarecidos.

Sabe-se que, durante o repasto sanguineo em um hospedeiro infectado, R. microplus
ingere as formas evolutivas de macro e microgametocitos de 7. equi, as quais irdo colonizar o
intestino do carrapato, se diferenciar e, posteriormente, migrar para a glandula salivar através
da hemolinfa para entdo serem transmitidas a um hospedeiro suscetivel (Rothschild, 2013). Em

cada um desses tecidos, o parasito necessita evadir as defesas imunoldgicas do vetor para que
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consiga completar seu ciclo de forma eficiente (Hajdusek, 2013; Aguilar-Diaz et al., 2021).
Nesse sentido, a resposta imune inata ¢ a primeira linha de defesa contra infec¢gdes microbianas
em animais e, assim como nos demais invertebrados, o sistema imunologico inato do carrapato
¢ composto por respostas imunes celulares e humorais que reconhecem patégenos e agem
contra eles de maneira orquestrada (Hofmann et al., 1999; Sonenshine & Hynes, 2008; Fogaca

etal., 2021).

Dentre os mecanismos humorais de defesa, as espécies reativas de oxigénio (ERO) sao
reconhecidas por desempenhar importante papel em processos fisiopatologicos associados a
infec¢do (Fang, 2004; Jones, 2006). Estas ERO correspondem a moléculas altamente reativas
derivadas do oxigénio que atuam em diversos processos significativos para a sobrevivéncia das
células, como controle de lesdes teciduais e inflamagdo, sinalizacdo, proliferacao celular e
controle de patdgenos (Fang, 2004; Forrester et al., 2018; Sies et al., 2020). Em células
humanas, por exemplo, foi observado que moléculas derivadas do H>O» foram capazes de
neutralizar a carga viral do HIV in vitro (Chocola et al., 1994). Ja& em Drosophila, o
silenciamento de genes pro-oxidativos resultou em um aumento na mortalidade de moscas apos
infec¢do bacteriana, indicando a importancia das ERO no combate a diferentes patogenos (Ha

et al., 2005).

Com isso, diferentes enzimas estdo envolvidas na geracdo das ERO, como a NADPH
oxidase, responsavel por produzir dnions superoxido (Oz’), além das enzimas dual oxidase
(DUOX), oxidorredutase do reticulo endoplasmatico 1 (ERO1) e as superdxido dismutases
(SOD), as quais atuam na sintese do peroxido de hidrogénio (H20,) (Lambeth, 2004; Batharai
et al., 2021; Conner, 2021). Contudo, tais moléculas possuem também um carater toxico,
podendo danificar uma gama de biomoléculas como proteinas, lipidios e acidos nucleicos e,
com isso, levar a disfuncdo e a morte celular tanto do agente patogénico, quanto da célula

hospedeira (Jones, 2006; Cadet et al., 2010; Weidinger & Koslov, 2015).

Sendo assim, a regulag@o nos niveis das ERO envolve também a atuagdo de diversas
enzimas antioxidantes que irdo neutralizar esses compostos € minimizar seus efeitos nocivos a
célula hospedeira, como a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPX), envolvidas na
detoxificacdo do H202 em H20 e O.. Além delas, destacam-se também a tiorredoxina (TRX),
uma redutase que catalisa a troca de dissulfeto/ditiol de moléculas proteicas oxidantes, como a
glutationa, através de um sitio altamente conservado contendo residuos de cisteina (Nakamura

et al., 1997). Apos a conclusdo de um ciclo catalitico, esses dois residuos de cisteina sdo

29



oxidados e formam uma ligacao dissulfeto, sendo convertidos de volta ao estado reduzido pela

tiorredoxina redutase (TRXR) (Zhong et al., 2000; Lu & Holmgren, 2014).

Ja as peroxirredoxinas (PRX) correspondem a um grupo de ndo-seleno peroxidases
especificas para tiois responsaveis por eliminar hidroperéxidos organicos (Wood et al., 2003;
Villar et al., 2023), enquanto a fosfolipidio hidroperoxido glutationa peroxidase (PHGPX), ¢
responsavel pela redugdo de H>O» utilizando o aminoécido glutationa como doador de elétrons
(Hall et al., 2009; Navarro-Yepes et al., 2014). Além disso, uma outra familia de enzimas que
catalisa reagdes de oxidorreducdo utilizando a glutationa ¢ a glutationa-s-transferase (GST),
que consiste em um grupo de enzimas responsaveis pela conjugacao da glutationa a compostos
eletrofilicos, como o peroxido de hidrogénio, aumentando a solubilidade destes produtos e

facilitando sua excregdo (Tew et al., 2011; Mazari et al., 2023).

Em carrapatos, diferentes estudos buscaram avaliar o papel das enzimas envolvidas no
metabolismo redox frente a um processo infeccioso. A exemplo, foi observado em Amblyomma
maculatum que a infec¢do por Rickettsia parkeri induziu um aumento na expressdo do gene
catalase na glandula salivar, no intestino e no ovario do vetor, enquanto que o silenciamento
do gene que codifica para tal enzima resultou em diminuicdo nos niveis da bactéria (Budachetri
etal., 2017). Ja em Ixodes scapularis, foi sugerido que a enzima dual oxidase desempenha um
papel relevante na sobrevivéncia da bactéria Borrelia burgdorferi no intestino do vetor (Yang
et al., 2014). Em cultivos celulares de Rhipicephalus microplus, por sua vez, a infec¢do por
Anaplasma marginale resultou em um aumento na expressao de genes que codificam para
diferentes enzimas antioxidantes, sugerindo que tal resposta imunoldgica atua no controle da

infeccdo nesta espécie de carrapato (Kalil et al., 2017).

Sendo assim, elucidar os componentes imunoldgicos envolvidos na interface patégeno-
carrapato a nivel molecular fornece subsidios que auxiliam na identificacao de possiveis alvos
para o desenvolvimento de novas estratégias preventivas no intuito de bloquear a transmissao
do patogeno. Dessa forma, o presente trabalho teve por objetivo analisar a expressao diferencial
de genes que codificam para enzimas envolvidas no metabolismo redox nos diferentes estagios

evolutivos de Rhipicephalus microplus em resposta a infeccao por Theileria equi.
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2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Comité de Etica

O Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro

aprovou esses procedimentos inscritos sob o numero 3948221223.

2.2 Local do estudo

O estudo experimental foi realizado na Estacdo para Pesquisas Parasitologicas W. O.
NEITZ, do Departamento de Parasitologia Animal do Instituto de Veterinaria da Universidade
Federal Rural do Rio Janeiro e no Laboratério de Sanidade Avicola, do Departamento de

Epidemiologia e Saude Publica, pertencente ao mesmo instituto e institui¢do acima citados.
2.3 Manutencao dos equinos

Os cavalos utilizados no experimento foram mantidos estabulados em baias individuais
da Estagao Experimental para Pesquisas Parasitologicas W. O. Neitz (UFRRJ). Os animais
receberam uma dieta a base de feno de Coast Cross, racdo comercial fornecida trés vezes ao dia

e agua ad libitum.

O equino utilizado como controle positivo consiste em um animal sem raga definida
(SRD), com idade de 2 anos, infectado naturalmente por 7. equi. Ja o equino utilizado como
controle negativo consiste em um animal SRD livre de hemoparasitos, apresentando 2 meses
de idade a época do experimento, sendo mantido estabulado juntamente da progenitora por

apresentar idade inferior ao desmame e alimentado através da amamentagao natural.

2.4 Coleta de sangue dos animais

O sangue dos equinos foi coletado semanalmente durante o experimento para analise
através da técnica de PCR em tempo real (QPCR) de acordo com Kim et al. (2008) no intuito
de determinar o “status” da infec¢do dos animais durante todo o periodo de infestacdo pelo

carrapato R. microplus.

Dessa forma, os animais foram posicionados em troncos de contencdo e o sangue
coletado através da puncgdo da veia jugular utilizando seringas estéreis de 5,0 mL, sendo feita a
antissepsia prévia da regido de coleta utilizando algoddo imerso em solucdo de alcool 70%.
Ap6s coleta, o sangue foi armazenado em tubos de 4mL contendo K3 EDTA, os quais foram

acondicionados a -20°C para posterior extracdo do DNA e anélise por meio da qPCR.
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2.5 Criacao e manutencao de colonias de carrapatos livres de Theileria equi

A cepa Porto Alegre de R. microplus livre de hemoparasitos foi mantida no Laboratorio
de Controle Microbiano da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro em bovinos jovens
da raga girolanda livre de patdgenos. A partir desta colonia, foram selecionadas fémeas
ingurgitadas de R. microplus provenientes de animais experimentalmente infestados e mantidas
em camara climatizada tipo Biochemical Oxygen Demand (B.O.D.) a temperatura de 27 °C (£

1) e umidade relativa superior a 80% (Bittencourt, 1990).

Amostras de ovos dos trés primeiros dias de postura foram separadas e transferidas para
seringas descartaveis estéreis adaptadas (Daemon, 1985), as quais foram mantidas em B.O.D.,
nas mesmas condic¢des descritas anteriormente, para incubagdo e eclosdo das larvas.

2.6 Obtencao de larvas, ninfas e tecidos (glindulas salivares e intestino) de fémeas
de Rhipicephalus microplus

2.6.1 Infestacao e coleta dos carrapatos

Foram depositados 4g de larvas de R. microplus liviemente no dorso dos cavalos através
de seringas estéreis descartdveis. No 9° dia as larvas foram recuperadas do corpo dos animais,
no 17° dia as ninfas e, no 28° dia pods-infestacdo, as fémeas ingurgitadas foram também
recuperadas diretamente do corpo dos animais, sendo coletados 15 exemplares de cada equino

para cada estagio evolutivo, totalizando 90 amostras.

Os carrapatos infectados com 7. equi foram obtidos a partir de infestagdo em equinos
cronicamente infectados, formando o grupo 7. equi-infectado. Os carrapatos ndo infectados
foram obtidos a partir da infestagdo no equino livre de hemoparasitos, formando o grupo

controle.
2.6.2 Higienizacao, disseccao e acondicionamento dos carrapatos

Apoés coletados, os carrapatos foram imediatamente imersos em agua corrente e
posteriormente em solug@o de hipoclorito de sddio a 0,05% por 3 min e em alcool 70% por 2
min (Antunes et al., 2012). Apds a identificacdo, os exemplares de larvas e ninfas, em seus
respectivos dias de coleta pds-infestagao, foram armazenados inteiros de forma individual em
tubos de polipropileno de 1,5 mL contendo 30 uL de “RNAlater” (Invitrogen™, Vilnius,
Lituania). Os microtubos foram mantidos em freezer a -80 °C até o momento da execugdo das
analises moleculares. As fémeas ingurgitadas, por sua vez, foram dissecadas apds a
higienizag¢do e identificacdo. Dessa forma, os espécimes foram fixados individualmente em

placas de Petri contendo parafina preta para aumentar o contraste. Em seguida, foi feita uma
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incisdo no sulco marginal, passando-se o idiossoma, com auxilio de tesoura oftalmica de ponta
fina e pinga entomologica, também sob microscopio estereoscopico (LED SMZ 445, Nikon,
Toquio, Japdo). Apds a incisdo completa, o tegumento foi dobrado para melhor visualizacao
das estruturas internas e a cavidade exposta foi banhada em solugdo fisioldgica estéril a 0,9%
solucdo salina a 4 °C. Em seguida, o intestino e as glandulas salivares foram coletados e lavados
em solucdo fisiologica estéril a 0,9% gelada trés vezes antes do armazenamento de forma
individual nas mesmas condigdes descritas para larvas e ninfas.
Intestino
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Figura 1. Linha temporal evidenciando as fases do periodo de infestacdo onde foram coletadas
as larvas, ninfas e fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus em equinos cronicamente
infectados por Theileria equi. O esquema foi criado através da ferramenta BioRender.com.

2.7 Extracao do DNA total das amostras de sangue equino

Amostras de sangue total dos animais utilizados no experimento foram extraidas através
do método fenol-cloroférmio (Sambrook et al., 1989). Assim, foi adicionado 350 uL de sangue
total em microtubos de polipropileno de 2,0 mL contendo 500 uL de solugdo de lise (Tris-HCL
10 mM pH 8.0; EDTA 10 mM pH 8.0; cloreto de sédio 100 mM e SDS 2%) e 20 uL de
proteinase K (20 mg/ml). Em seguida, o conteudo foi homogeneizado em vortex “Classic
Vortex Mixer” (VELP Scientifica, MB, Italia) e incubado a 56°C durante 1 h com agitagdo a

650 rpm em um “Thermomixer* (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha).

ApoOs esse processo, as amostras foram retiradas do “Thermomixer” e em seguida foi

adicionado 870 uL de solu¢do de fenol tamponado pH 8.0 (Sigma-Aldrich®, Darmstadt,
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Alemanha). As amostras foram agitadas em vortex e centrifugadas a 15000 x rpm por 10min
em uma centrifuga refrigerada Rotina 380R (Hettich Lab, BW, Alemanha). Em seguida, o
sobrenadante foi retirado e adicionado a novos tubos de 2,0 mL contendo 500 uL de
cloroférmio, sendo agitadas em vortex e centrifugado nas mesmas condi¢des descritas acima.
Apos esse processo, o sobrenadante foi transferido para novos tubos de 1,5 mL contendo 50 uLL
de acetato de sodio 3 M pH 5,2 e 500 uL de etanol 100%. As amostras foram agitadas em
vortexe mantidas a -20°C durante 1,5 h. Posteriormente, o DNA foi recuperado por
centrifugacao a 15.000 x rpm durante 10 min e o sobrenadante descartado. Foi adicionado, em
seguida, 500 uL de alcool 70% seguido de centrifugagcdo nas mesmas condi¢des descritas acima.
O sobrenadante foi descartado e as amostras foram mantidas em temperatura ambiente por 40
min para secagem e, em seguida, eluidas em 30 uL de dgua livre de nucleases (Invitrogen™,

Vilnius, Lituania).
2.8 Extracao do RNA total das amostras de carrapato

Primeiramente, as amostras foram lavadas trés vezes utilizando 1 mL de solugdo salina
tamponada com fosfato (PBS) e centrifugadas a 12.000 x g por 15 min para remocao do
“RNAlater” (Invitrogen™, Vilnius, Litudnia). O RNA das amostras coletadas foi extraido
utilizando um kit de purificacio de RNA Invitrogen™ TRIzol™ Plus (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, EUA) de acordo com as instrugdes do fabricante, sendo todo o

processo realizado com as amostras acondicionadas no gelo.

Assim, apos a lavagem com PBS, foi adicionado 1 mL de TRIzol nos tubos contendo
as amostras, sendo eles agitados manualmente até a dissolugdo completa do tecido. As amostras
foram incubadas por 5 min em temperatura ambiente e, em seguida, foi adicionado 200 uL de
cloroférmio. Apos agitar vigorosamente por 15 s, as amostras foram incubadas em temperatura
ambiente por 3 min e, em seguida, centrifugadas a 12.000 x g por 15 min. O sobrenadante foi
transferido para tubos de polipropileno de 2,0 mL contendo o mesmo volume de alcool 70%.
Os tubos foram agitados vigorosamente por 15 seg e o conteudo transferido para colunas de
silica dispostas em tubos coletores. As colunas foram centrifugadas a 12.000 x g por 15 seg, o
tubo coletor foi descartado e a silica inserida em novo tubo coletor. Foi adicionado 350 uL de
“Wash Buffer I” em cada amostra, seguida de centrifugacdo nas condi¢des descritas acima.
Apos esse processo, adicionou-se 40 uL. de solugdo de DNase I (Invitrogen™, Carlsbad, CA,
EUA) no centro da coluna de silica a fim de eliminar o DNA gendmico contaminante. As
amostras foram incubadas por 15 min em temperatura ambiente e, em seguida, foi adicionado
novamente 350 ulL de “Wash Buffer I”’. Apds centrifugacdo a 12.000 x g por 15 seg, as colunas
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foram inseridas em novos tubos coletores, sendo adicionado 700 uL de “Wash Buffer II”. As
amostras foram centrifugadas nas mesmas condigdes descritas acima e o processo repetido duas
vezes. Por fim, as colunas foram transferidas para tubos de 1,5 mL, onde foi adicionado 30 uL.

de “RNAse Free Water” no centro de cada coluna para eluicado do RNA extraido.

Apos a extracdo, a quantidade e a qualidade do RNA extraido foram avaliadas utilizando

um espectrofotometro NanoDrop (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, EUA).
2.9 Sintese do cDNA a partir do RNA extraido das amostras de carrapato

O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado utilizando um kit “High Capacity cDNA
Reverse Transcription” (Applied Biosystems, Vilnius, Lituania) de acordo com as instru¢des
do fabricante. Assim, as reagdes foram feitas em triplicata, com um volume final de reacao de
15 puL contendo: 1X “RT Buffer”, 1X “dNTP Mix”, 1X “RT Random Primer”, 1uL de “Multi
Scribed Reverse Transcriptase”, 4,2 uL de “Nuclease Free Water” e 5 ulL de amostra.

Posteriormente, o cDNA foi quantificado utilizando o espectrofotometro NanoDrop (Thermo

Fisher Scientific, Wilmington, DE, EUA).

2.10 Deteccao e quantificacao de Theileria equi a partir das amostras de DNA total

de sangue equino e do cDNA das amostras de carrapato

O DNA do sangue total dos cavalos e 0 cDNA das amostras de carrapatos dos grupos
experimentais foram submetidos a reacao de qPCR baseados na sequéncia /8S ¥rRNA de T. equi
conforme descrito por Kim e colaboradores (2008). Sendo assim, foi empregado o par de
primers Bel8SF (5’-GCGGTGTTTCGGTGATTCATA-3) e Bel8SR  (5-
TGATAGGTCAGAAACTTGAATGATACATC-3’), além de uma sonda fluorescente Be18SP
(5’FAM-AATTAGCGAATCGCATGGCTT-TAMRA3’), marcada na extremidade 5’ com o
reporter 6-carboxifluoresceina (FAM) e com o quencher 6-carboxitetrametilrodamina
(TAMRA) na extremidade 3°. As reagdes foram realizadas com um volume final de reacdo de
12 puL contendo: 1X “TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, California,
EUA)”, 450 nM de cada primer, 250 nM de sonda e 90 ng de DNA total. As condi¢des de
termociclagem foram: 50 °C por 2 min, 95 °C por 10 min e 45 ciclos a 95 °C por 20 seg, seguidos
de 55 oC por 1 min. Como controle positivo, foi utilizado 90 ng de DNA total extraido do
sangue de equino cronicamente infectado com 7. equi. Como controle negativo, foi utilizado 3
uL de agua livre de nuclease. Todas as reagdes foram realizadas em triplicata. As amostras
foram consideradas positivas se o valor de Cq for menor ou igual a 40 ciclos. Os valores médios

de Cq obtidos a partir das trés repeticdes do grupo infectado foram plotadas em uma curva
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padrdo produzida por Peckle et al. (2022) para fins de quantificagdo da carga parasitaria das

amostras.

2.11 Ensaios de expressiao génica

Foram selecionados 11 genes relacionados ao metabolismo redox, conforme descrito na

Tabela 1. Além destes, foram utilizados quatro genes de referéncia para posterior normalizagao

dos niveis relativos de expressao génica obtidos, sendo eles: RmRIBS34 [CV443892], RmBact
[AY255624], RmGAPDH [CK180824] e RmMALATE [CV455409].

Quadro 1. Genes envolvidos no metabolismo redox do carrapato Rhipicephalus microplus
selecionados para andlise de expressao génica diferencial.

Abreviacio Nome do sene GenBank Primer Forward  Primer Reverse Referéncia
do gene g [nimero] 5°-3) 5°-3%)
408 ribosomal GGACGACCGA TGAGTTGATTG  Rosa etal.
RmRIBS3A = tein S34 [CVA43892]  rGGeTACCT  GCGCACTTCT (2016)
. Nijhof et al.
B-actina CCCATCTACG CGCACGATTTC
RmBact [AY255624] 41 L CGe ACGOTOAG (2009)
C
Gliceraldeido
3-Fosfato AGTCCACCGG  GTGTGGTTCAC  Nijhofet al.
RmGAPDH —— py pidrogenase  \CRI808241  cGrerToCcTCA  ACCCATCACA (2009)
Malate .
LT o (cvision AASIOTECE TICTIonCo Kl
Oxirredutase do
Reticulo ATGGCCCATA  ACGTTGATAC  Kalil etal.
RmEROL Endoplasmatico  [CV430121] cAcGacATCC  TGGCGTGTAG (2017)
GATAACGCTTT
RmDUOX-1 Dual oxidase-1 [CV442800.1] TCGACCGCC ‘/A\gig%gigég Este estudo
RmDUOX-2  Dual oxidase-2  [CV449552] %gég?g%c éggé‘&&%(gr Este estudo
TTCATGGAGA TGAAGTCCTG  Kalil etal.
RmCAT Catalase [CRITS0791  tGTTGACCGC  AGCATCCTTC (2017)
Glutationa TCTCTGTTGG  TGAGTGTTCA  Kalil etal.
RmGPX Peroxidase [CVA40147]  1GACTGAGAC — GTCCATGGTG (2017)
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Quadro 1. Continuagao.

Abreviacio GenBank Primer Forward  Primer Reverse

do gene Nome do gene [ntimero] (5’ -3 (" —3 Referéncia
Glutationa-S- AGCAGCCAAT TTCGCACTCC Kalil et al.
RmGSTI Transferase [CK180220] GGCAACATTA  TTCACCTCAT (2017)

TGGTACGCCCT i
RmTRX Tiorredoxina [CK190673] GTCCATTGGC Kalil et al.

CAAGTATGG  AGTGATCACG (2017)
Tiorredoxina CCCTGACTGTG CAGTGAGTTT
RmTRAR Redutase [CV4SI339]  \GCAAGAGG — GGGTGCAAGe — Dsteestudo

TGATGACAAG GTAGGGATGA Kalil et al.

RmPRX Peroxirredoxina [CK179571] GGCAACCTTC TCGTATCTCC (2017)

Antes de serem empregados, cada par de primer foi submetido a uma curva de eficiéncia
de seis pontos a fim de garantir a eficiéncia das reagdes analisadas. O ensaio de expressdo génica
foi realizado em triplicata utilizando uma placa de reag¢ao de 96 pogos MicroAmp® Fast em um
termociclador StepOne Plus (Applied Biosystems, Singapore, Singapore). Cada reacdo de
gPCR continha 1X “SYBR Green Master Mix” (Applied Biosystems, Warrington, Reino
Unido), 0,4 uM de cada primer e 45 ng/uL. de cDNA em um volume final de 12 pL. Os niveis
relativos de expressdo génica no grupo controle em comparacao ao grupo infectado por 7. equi
foram normalizados com a média aritmética dos valores de Cq dos quatro genes de referéncia,

sendo calculados segundo o método 2~ (84Ca) (Livak & Schmittgen, 2001).

2.12 Analise Estatistica

A andlise estatistica das da expressao génica diferencial observada entre o grupo
infectado e o grupo controle foi analisada através do GraphPad Prism, versao 8.0 (GraphPad
Software, CA, EUA). . Inicialmente, os valores de ACq foram submetidos ao teste de Shapiro-
Wilk para verificar a normalidade. Com isso, de acordo com os resultados obtidos, o grupo
controle e infectado por 7. equi foram comparados pelo teste paramétrico t de Student ou pelo
teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. Os valores de p < 0,05 em um intervalo de confianga

(IC) de 95% foram considerados estatisticamente significativas
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3 RESULTADOS

3.1 Carga parasitaria de 7. equi em larvas, ninfas e tecidos de fémeas ingurgitadas de R.

microplus

A carga parasitaria resultante da infeccao por 7. equi nas amostras de larvas foi de 198116 +
853377 parasitos/uL. de amostra analisada, enquanto no estagio de ninfa foi observada uma
carga parasitaria de 7680832 + 75484787 parasitos/pL. J& em amostras de intestino das fémeas
ingurgitadas coletadas, a carga parasitaria resultante foi de 5064 + 62081 parasitos/pL,

enquanto na glandula salivar o valor obtido foi de 5696727 + 14700221 parasitos/pL.

3.2 Expressao génica diferencial em larvas inteiras de R. microplus

Dentre os 11 genes que codificam para enzimas envolvidas no metabolismo redox, dois
deles apresentaram expressao diferencial significativa no estagio de larva (Figura 2). O gene
oxirredutase do reticulo endoplasmatico 1 (EROI) foi 5 vezes regulado negativamente no
grupo infectado em relagao ao grupo controle (p = 0,0008 ; IC = 1,13 — 3,48). Em contrapartida,
o gene glutationa-s-transferase 1 (GST-1) foi 2,35 vezes regulado positivamente no grupo
infectado quando comparado ao controle (p = 0,03 ; IC = -2,08 — 0,08). Os demais genes

analisados ndo apresentaram expressao diferencial estatisticamente significativa (Anexo 1).
3.3 Expressao génica diferencial em ninfas inteiras de R. microplus

No estagio de ninfa, o tinico gene que apresentou expressao diferencial significativa foi
o gene antioxidante fosfolipidio hidroperoxido glutationa peroxidase (PHGPX), sendo 5 vezes
menos expresso em R. microplus infectado por 7. equi em relagao ao controle (p < 0,0001 ; IC
= 1,674 — 3,025) (Figura 2). Os demais genes ndo apresentaram expressao diferencial

significativa estatisticamente (Anexo 2).
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Figura 2. Expressao diferencial dos genes envolvidos no metabolismo de oxidorredugdo nos
estagios de larva e ninfa do carrapato Rhipicephalus microplus em resposta a infec¢do por
Theileria equi. Genes pro-oxidantes: CUZN = cobre-zinco superoxido dismutase; DUOX-1 =
dual oxidase-1; DUOX-2 = dual oxidase-2; EROI = oxirredutase do reticulo endoplasmatico.
Genes antioxidantes: GST-1 = glutationa-s-transferase-1; GPX = glutationa peroxidase;
PHGPX = fosfolipideo hidroperoxido glutationa peroxidase; PRX = peroxirredoxina; TRX =
tiorredoxina; TRXR = tiorredoxina redutase; CAT = catalase

3.4 Expressao génica diferencial tecido-especifica em fémeas ingurgitadas de R.
microplus

3.4.1 Intestino

No intestino das fémeas ingurgitadas foi observada uma intensa resposta oxidativa
diferencial entre os grupos infectado e nao infectado (Figura 3). Com isso, dentre os genes pro-
oxidantes, o gene cobre-zinco superoxido dismutase (CuZnSOD) foi 9,7 vezes regulado
positivamente no grupo infectado em relacao ao controle (p = <0,0001 ; IC = -3,68 — -2,50).
Da mesma forma, os genes dual oxidase-1 e dual oxidase-2 (DUOX-1 e DUOX-2) foram 3,14
(»=0,04;IC=-1,96—- -0,44)¢e 6,42 (p = 0,0002 ; IC=-3,25 - - 1,31) vezes mais expressos
no grupo infectado, respectivamente. Um outro gene pré-oxidante regulado positivamente foi
o oxirredutase do reticulo endoplasmatico 1 (EROI), sendo aproximadamente 8 vezes mais
expresso no grupo infectado quando comparado ao ndo infectado (p = <0,0001 ; IC =-3,77 — -
2,13).
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Considerando os genes antioxidantes, destaca-se o gene catalase (CAT), o qual foi 35
vezes regulado positivamente no grupo infectado em relagao ao controle (p = <0,0001 ; IC = -
5,58 — -4,42). Em contrapartida o gene glutationa peroxidase (GPX) foi aproximadamente 8
vezes regulado negativamente no grupo infectado quando comparado ao controle (p = <0,0001
; IC =297 —6,51). Além disso, o gene glutationa-s-transferase-1 (GST-1) foi 7 vezes menos
expresso no grupo infectado (p = 0,0019 ; IC = 2,31 — 3,13) enquanto o gene fosfolipideo
hidroperoxido glutationa peroxidase (PHGPX) foi, semelhantemente, 7 vezes regulado
negativamente no grupo infectado em relagdao ao controle (p = 0,0003 ; IC = 1,25 — 3,34). Os
demais genes analisados (PRX, TRX e TRXR) ndo apresentaram expressdo diferencial

significativa (Anexo 3).
3.4.2 Glandula salivar

Dentre os genes pro-oxidantes avaliados, apenas os gene dual oxidase-1 € dual oxidase-
2 foram diferencialmente expressos, sendo 6,5 (p = <0,0001 ; IC =-3,28 —-1,41) e 3,6 (p =
0,03 ; IC = -3,18 — -0,12) vezes mais expressos no grupo infectado em relagdo ao controle,
respectivamente (Figura 2). Os demais genes pro-oxidantes analisados (CuZnSOD e ERO1) ndo

foram diferencialmente expressos de forma significativa (Anexo 4).

Considerando os genes antioxidantes, o unico regulado positivamente de forma
significativa foi o gene CAT, sendo 5 vezes mais expresso no grupo infectado em relagdo ao
controle (p = <0,0001 ; IC = -2,97 — 1,48). O gene GST-1, por sua vez, demonstrou uma
regulacdo negativa, sendo 18 vezes menos expresso no grupo infectado quando comparado ao
controle (p = 0,001 ; IC = 1,74 — 5,53). De forma menos intensa, o gene tiorredoxina redutase
(TRXR) foi 3,5 vezes regulado negativamente no grupo infectado (p = 0,003 ; IC=-2,37 — —
0,57) (Figura 3). Os demais genes analisados (GPX, PRX, PHGPX e TRX) nao demonstraram

expressao diferencial estatisticamente significativa (Anexo 4).
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Figura 3. Expressdo diferencial dos genes envolvidos no metabolismo de oxidorredug@o no
intestino e na glandula salivar de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus em resposta
a infeccdo por Theileria equi. Genes pro-oxidantes: CUZN = cobre-zinco superoxido
dismutase; DUOX-1 = dual oxidase-1;, DUOX-2 = dual oxidase-2; EROI = oxirredutase do
reticulo endoplasmdtico. Genes antioxidantes: GST-1 = glutationa-s-transferase-1;, GPX =
glutationa peroxidase; PHGPX = fosfolipideo hidroperoxido glutationa peroxidase; PRX =
peroxirredoxina, TRX = tiorredoxina; TRXR = tiorredoxina redutase; CAT = catalase
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4 DISCUSSAO
4.1 Expressao diferencial de genes pro-oxidantes

O metabolismo redox corresponde a um importante sistema conservado evolutivamente,
o qual estd envolvido em inumeras esferas do funcionamento celular (Fang, 2004; Jones, 2006).
Com isso, foi demonstrado que enzimas pro-oxidantes desempenham papel crucial na geracao
das espécies reativas de oxigénio (ERO) em artropodes, atuando na defesa contra infecgdo por

patdgenos (Crispell et al., 2016; Gandara & Oliveira, 2023).
4.1.1 Dual oxidase-1 (DUOX-1) e Dual oxidase-2 (DUOX-2)

A atuacdo das enzimas dual-oxidases (DUOX) nas diferentes esferas do metabolismo
de artropodes tem sido cada vez mais reconhecida. Foi demonstrado que tais enzimas sao
fundamentais para a manutencao da homeostase da microbiota intestinal de Drosophila (Ha et
al., 2005). Da mesma forma, no intestino de mosquitos das espécies Anopheles gambiae e
Anopheles stephensis, as DUOXs catalisam a sintese de uma matriz extracelular formada por
pontes ditirosina, a qual oferece um ambiente favoravel para o desenvolvimento de Plasmodium

(Kumar et al., 2010; Kakani et al., 2019).

Em carrapatos, resultado semelhante foi obtido em estudo com Ixodes ricinus, onde uma
rede formada por pontes ditirosina, catalisada pelas referidas enzimas, propicia a colonizagao
da bactéria Borrelia burgdorferi no intestino do carrapato (Yang et al., 2014). Em
Rhipicephalus microplus, por sua vez, a infeccdo por Anaplasma marginale em linhagens
celulares BME26 resultou em uma diminui¢do na expressdo dos genes DUOX-1 e DUOX-2,
enquanto a infeccdo por Rickettsia rickettsii, microrganismo que naturalmente nao ¢ transmitido

por esta espécie de carrapato, resultou em um aumento na expressao destes genes (Kalil et al.,
2017).

Sendo assim, a expressao diferencial dos genes DUOX-1 e DUOX-2 obtida neste estudo,
tanto no intestino, quanto na glandula salivar (6rgaos diretamente envolvidos no ciclo biologico
de T. equi em R. microplus), sugere que as enzimas dual-oxidases desempenham relevante papel
nesta interface patdégeno-vetor. No intestino, o gene DUOX-2 foi diferencialmente mais
expresso quando comparado ao gene DUOX-1. Curiosamente, o oposto foi obtido na glandula
salivar. Este resultado sugere que a atuacdo destas enzimas pode ter relevancia diferente em

fun¢do do tecido em que elas se encontram. Contudo, analises adicionais envolvendo
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silenciamento génico, atividade enzimatica e imunofluorescéncia devem ser realizadas para
elucidar o papel destas enzimas nos referidos tecidos, uma vez que elas podem facilitar a
colonizagdo microbiana, mas também podem gerar danos celulares aos patdgenos pela geragao

de espécies reativas de oxigénio.

Vale destacar ainda que nos estagios de larva e ninfa, ndo houve expressao diferencial
significativa destes genes. Estes resultados sugerem que a infec¢ao por 7. equi nao foi suficiente
para gerar uma resposta pro-oxidante significativa através da atuacdo destas enzimas nos

estagios iniciais do desenvolvimento do carrapato.
4.1.2 Cobre-Zinco Superoxido Dismutase (CuZnSOD)

A cobre-zinco superdxido dismutase (CuZnSOD) ¢ uma enzima responsavel por
catalisar a dismutagdo de O2” em H>O» (Fridovich, 1995), onde o seu envolvimento na resposta
de carrapatos & infecgdo por agentes patogénicos ja foi demonstrado em diferentes trabalhos. A
exemplo, um estudo conduzido por Crispell e colaboradores (2016) demonstrou que o
silenciamento do gene CuZnSOD resultou em um aumento nos niveis de Rickettsia parkeri no
intestino de Amblyomma maculatum; na glandula salivar, contudo, foi observada uma
diminui¢do da carga bacteriana apds o silenciamento do gene, sugerindo que a atuagdo desta
enzima em resposta a infec¢do pode variar a depender do tecido em que ela estd inserida

(Crispell et al., 2016).

Ja em linhagens de células BME26 de Rhipicephalus microplus, a infec¢do por
Anaplasma marginale resultou em um aumento na expressdo do referido gene, sendo obtida
uma resposta predominantemente antioxidante (Kalil et al., 2017). Na glandula salivar de
Ixodes scapularis, por sua vez, a infeccao por Borrelia burgdorferi resultou em uma diminuigao
na expressao do gene CuZnSOD e um aumento na expressao de genes antioxidantes, sugerindo
que a bactéria modula o metabolismo redox do carrapato de forma a reduzir o estresse oxidativo

(Kim et al., 2021).

De fato, a enzima CuZnSOD possui uma atuagcdo ambivalente, uma vez que ela pode
atuar como antioxidante ao neutralizar o anion superéxido (O27), formando perdxido de
hidrogénio (H202) que sera convertido em dgua por enzimas como CAT, GPX e PRX, ou pode
atuar como pro-oxidante pelo fato do perdxido de hidrogénio (H>O») produzido também ser um

radical altamente reativo (Singh et al., 2017, Rosa et al., 2021).
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No presente estudo, o gene CuZnSOD foi regulado positivamente apenas no intestino e
na glandula salivar, sendo 9 vezes e 2 vezes mais expresso no grupo infectado. Contudo, apenas
no intestino essa expressao diferencial se mostrou significativa estatisticamente. Uma possivel
justificativa para esta diferenca reside no fato da mucosa intestinal ser naturalmente mais
responsiva a estimulos microbianos e possuir um metabolismo mais intenso por estar
constantemente em contato com o meio externo (Sonenshine & Hynes, 2008). Sendo assim, a
infec¢do por 7. equi pode intensificar o desafio microbiano no intestino de R. microplus e, com
isso, induzir um aumento significativo na expressao de diferentes genes envolvidos no balango

oxidativo neste tecido no intuito de controlar a infecgao.

Assim como os genes DUOX-1 e DUOX-2, nos estagios de larva e ninfa, a modulagao
do gene CuZnSOD niao se mostrou significativa. Tais resultados reforcam a hipdtese de que a
infecgdo por 7. equi parece ndo estimular uma resposta pro-oxidante nem nos estagios iniciais

de desenvolvimento de R. microplus.
4.1.3 Oxirredutase do Reticulo Endoplasmatico 1 (EROI)

Sabe-se que o reticulo endoplasmatico corresponde ao compartimento celular onde
ocorre a dobragem de proteinas para que estas assumam sua forma funcional (Hebert &
Molinari, 2007). Tal processo envolve uma série de reagdes de redugdo/oxidagdo catalisadas
principalmente pela acdo da enzima oxirredutase do reticulo endoplasmatico (ERO1), gerando
peroxido de hidrogénio como molécula intermediaria (Zito, 2015). Em artropodes, foi sugerido
que processos infecciosos podem levar ao estresse oxidativo neste compartimento pelo acimulo
de proteinas que ndo foram dobradas ou nao foram dobradas corretamente, levando a uma
resposta inflamatoria mediada pela ativa¢do de fatores de transcri¢ao, como o fator nuclear-

kappa B (Rosche et al., 2021).

Em consonancia com este fato, foi observado no presente estudo um aumento na
expressao do gene EROI na glandula salivar e no intestino de R. microplus, sendo este 2 vezes
e aproximadamente 8 vezes mais expresso no grupo infectado quando comparado ao controle,
respectivamente. Assim como o gene CuZnSOD, o gene em questdo foi diferencialmente
expresso de forma significativa apenas no intestino, sugerindo que a infec¢do por 7. equi pode
levar ao estresse oxidativo no reticulo endoplasmatico das células intestinais do carrapato e

consequentemente a ativacdo de respostas pro-inflamatdrias. Contudo, investigacdes mais
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especificas sobre o metabolismo oxidativo no reticulo endoplasmatico e a resposta ao estresse

neste compartimento necessitam ser conduzidas para corroborar tal sugestao.

Além disso, no estagio de larva, tal regulagdo negativa se mostrou significativa
estatisticamente, sendo o gene EROI 5 vezes menos expresso no grupo infectado em relagao
ao controle. Tais resultados corroboram que, nos estagios iniciais de desenvolvimento de R.
microplus infectado por 7. equi os genes pro-oxidantes se mantém nao regulados ou regulados
negativamente em relacdo a R. microplus ndo infectado, sugerindo que a resposta oxidativa de
R. microplus nestes estagios e no referido 6rgao nao ¢ suficientemente ativada através destas

enzimas em resposta a infec¢do por 7. equi.
4.2 Expressao diferencial de genes antioxidantes

Apesar do importante envolvimento das espécies reativas de oxigénio no combate a
infecg¢do por diferentes patogenos, o potencial téxico dessas moléculas se estende também a
célula hospedeira, de modo que diversas enzimas antioxidantes atuam em conjunto a fim de

neutraliza-las (Lennicke & Cochemé, 2021).
4.2.1 Catalase (CAT)

Diferentes trabalhos demonstraram o papel de enzimas como a catalase na regulacdao do
estresse oxidativo em artropodes hematofagos, estando principalmente envolvida na
detoxificacdo de substancias pro-oxidantes presentes no sangue hospedeiro (Sabadin et al.,
2019). Contudo, a atuagdo de tal enzima também foi implicada na resposta de artropodes a
infecgdo por diferentes patogenos. A exemplo, a infecgdo das linhagens de célula BME26 de R.
microplus por Anaplasma marginale, resultou em um aumento na expressdo de genes
antioxidantes, incluindo o gene catalase, indicando que a bactéria modula o metabolismo redox

do carrapato a fim de favorecer a sua sobrevivéncia (Kalil et al., 2017).

De forma semelhante, a infec¢ao de Ixodes scapularis por Borrelia burgdorferi induziu
um aumento na expressao deste gene na glandula salivar do carrapato, sugerindo também uma
modulagdo da resposta oxidativa da bactéria em seu favor (Kim et al., 2021). Além disso, em
Aedes aegypti, foi demonstrado que a catalase atua ndo s6 na prote¢ao do epitélio intestinal
contra o estresse oxidativo, mas também favorece a infec¢do pelo virus da dengue, uma vez que
o silenciamento do gene CAT resultou em diminui¢ao da prevaléncia do virus no intestino do

mosquito (Oliveira et al., 2017).
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Semelhante ao que foi descrito na literatura com diferentes modelos de interacdo
patogeno-vetor, os dados obtidos neste estudo indicam que a catalase desempenha um
importante papel na resposta de R. microplus a infecg¢do por 7. equi, uma vez que o gene CAT
foi regulado positivamente de forma significativa tanto no intestino, quanto na glandula salivar
do carrapato. Cabe destacar que, no intestino, todos os demais genes antioxidantes foram
suprimidos, enquanto o gene CAT foi o Gnico antioxidante a ser regulado positivamente, sendo
35 vezes mais expresso no grupo infectado em relagdo ao controle. J4 na glandula salivar, o
gene CAT foi 5 vezes regulado positivamente, enquanto os demais genes antioxidantes nao
apresentaram expressao diferencial significativa, com excegdo apenas dos genes GST-I e
TRXR. Além disso, nos estagios de larva e ninfa ndo houve expressao diferencial significativa

do gene em questdo.

Sendo assim, a superexpressao do gene CAT no intestino de R. microplus pode ter
ocorrido como uma forma compensatoria devido a regulacdo negativa dos demais genes
antioxidantes, visando controlar e reduzir o impacto da resposta oxidativa gerada pela expressao
dos genes pro-oxidantes (CuZnSOD, DUOX-1, DUOX-2 e EROI), também regulados
positivamente neste tecido. Uma vez que a competéncia vetorial de artropodes esté relacionada
a capacidade do patdgeno em resistir ao estresse oxidativo e aos mecanismos imunolégicos do
vetor, a regulagdo positiva do gene CAT no intestino e na glandula salivar de R. microplus em
resposta a infec¢do por 7. equi sugere que a enzima catalase pode ser fundamental ndo so para
a protecao dos tecidos do carrapato contra o estresse oxidativo, mas também para a colonizagao

e o estabelecimento da infecgao pelo protozoario.

4.2.2 Fosfolipidio Hidroperoxido Glutationa Peroxidase (PHGPX) ¢ Glutationa
peroxidase (GPX)

A fosfolipideo hidroperdxido glutationa peroxidase (PHGPX) e a glutationa peroxidase
(GPX) sao enzimas que contribuem para o balango redox ao catalisarem a redugdo de
hidroperdxidos utilizando a glutationa como doadora de elétrons (Xie et al., 2023). Contudo,
informacdes a respeito do papel dessas enzimas em resposta a infecgdes em artropodes ainda

Sao escassas.

Estudos envolvendo a enzima PHGPX sao focados principalmente no seu papel protetor
contra acaricidas, uma vez que estes podem levar a lipoperoxidacdo de membranas em tecidos

de carrapato, gerando danos celulares (Cossio-Bayugar et al., 2005). Todavia, um estudo focado
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em demonstrar o papel desta enzima em dipteros aquaticos da espécie Chironomus riparius
revelou um aumento na expressdao do gene PHGPX em resposta a poluentes causadores de
estresse oxidativo (Nair et al., 2012). Além disso, por executar um papel crucial na manutengao
da integridade de biomembranas, foi demonstrado em células de mamiferos que tal enzima
possui atividade antiapoptética, uma vez que os hidroperdxidos de lipideos, quando associados
as membranas celulares, podem desencadear a ativagdo da transducdo do sinal em vias

envolvidas no mecanismo de apoptose celular (Imai & Nakagawa, 2003).

Tendo em vista a atuacdo antioxidante e antiapoptotica desta enzima, a supressao
significativa do gene PHGPX no intestino de R. microplus infectado por 7. equi (7 vezes menos
expresso) sugere uma resposta de R. microplus em tentar debelar a infec¢cdo através de uma
resposta pro-oxidativa e pro-apoptdtica. Resultado semelhante foi obtido em Aedes caspius,
onde foi demonstrado que a infeccao pela bactéria Bacillus thuringiensis também induz uma
supressao do gene PHGPX, favorecendo o acimulo de hidroperoxidos de lipideos (Ahmed,
2012). Além disso, no estagio de ninfa, a supressao significativa deste gene (5 vezes menos
expresso) sugere também um favorecimento do acimulo de ERO em resposta a infeccdo por 7.
equi, indicando que tal enzima pode ser relevante na resposta antioxidante deste estagio
evolutivo. Contudo, no estdgio larval e na glandula salivar de R. microplus tal gene nao foi
modulado de forma significativa, sugerindo uma participagao nao relevante da enzima PHGPX

na resposta a 7. equi nestas categorias analisadas.

Com relagdo ao gene GPX, foi observado neste estudo um padrio de supressao parecido
com o gene PHGPX no intestino de R. microplus (aproximadamente 7 vezes menos expresso
no grupo infectado), refor¢cando o favorecimento de acimulo das espécies reativas de oxigénio
na tentativa de combater a infecg¢ao por 7. equi neste 6rgao. Na glandula salivar e nos estagios
de larva e ninfa, houve uma regulagao positiva minima do gene GPX, ndo sendo esta expressao
diferencial significativa estatisticamente, sugerindo que esta enzima nao possui um papel

relevante nesta interface
4.2.3 Peroxirredoxina (PRX), Tiorredoxina (TRX) e Tiorredoxina redutase (TRXR)

O sistema tiorredoxina (PRX, TRX e TRXR) corresponde a um importante mecanismo
antioxidante em artrépodes (Holzerova et al., 2016; Huang et al., 2018). Em Drosophila, foi
observado que a tiorredoxina redutase (TRXR) estd envolvida em processos relacionados a

longevidade e a tolerdncia ao estresse oxidativo (Svensson & Larsson, 2007). Ja& em
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Amblyomma maculatum, o silenciamento do gene TRXR resultou em uma diminui¢do da carga
bacteriana nativa existente na glandula salivar do carrapato, indicando que tal enzima
desempenha um relevante papel na manutengdo da microbiota neste tecido (Budachetri &

Karim, 2015).

Além disso, a supressdo de TRXR, assim como de outros genes antioxidantes, ja foi
observada na glandula salivar, no intestino e em linhagens celulares de Ixodes scapularis
infectado por Anaplasma phagocytophilum, sugerindo que a bactéria induz uma resposta pro-
oxidante no carrapato (Alberdi et al., 2019). Sendo assim, os dados obtidos no presente estudo
sugerem que a supressdo de TRXR corresponde a uma tentativa de favorecer o acimulo de ERO

na glandula salivar de R. microplus a fim de combater a infec¢do por 7. equi.

Cabe ressaltar ainda que o gene PRX ndo apresentou expressao génica diferencial em
nenhuma das categorias analisadas. Apesar de ser considerado parte do sistema tiorredoxina,
sua expressao nao significativa sugere que a participagdo da PRX na regulagdo da resposta
oxidativa de R. microplus a infecgao por 7. equi pode nao ser relevante nesta interface patogeno-
vetor. Contudo, investiga¢cdes mais aprofundadas sobre o papel dessa enzima no metabolismo

redox do carrapato devem ser conduzidas para corroborar tal sugestao.
4.2.4 Glutationa-S-Transferase-1 (GST-1)

A glutationa-s-transferase (GST) corresponde a uma enzima responsavel pela
conjugacdo da glutationa a compostos eletrofilicos, como o perdéxido de hidrogénio,
aumentando a solubilidade destes produtos e facilitando sua excregdo (Tew et al., 2011; Mazari
et al,, 2023). Em artrépodes, inclusive carrapatos, estudos envolvendo GST sdo focados
principalmente na resisténcia destes organismos a inseticidas e acaricidas (Nandi et al., 2015;
Sabadin et al., 2017; Hernandez et al., 2018). A exemplo, o silenciamento do gene GST-/ em
Rhipicephalus sanguineus diminuiu a resisténcia e a capacidade de detoxificacao do acaricida

permetrina pelo carrapato (Duscher et al., 2019).

Contudo, estudos demonstram que a GST atua também na resposta de carrapatos a
processos infecciosos. Dessa forma, no intestino do carrapato Dermacentor variabilis, foi
observada uma supressdo na expressdo do gene GST-1 ap6s infec¢do por Escherichia coli
(Drheher-Lesnick et al., 2006). Em outro estudo envolvendo a mesma espécie de carrapato, a
infeccdo por diferentes espécies de Rickettsia resultou em uma regulacao negativa do gene GS7-

I no intestino e na glandula salivar de D. variabilis (Sunyakumthorn et al., 2013).
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Da mesma forma, foi observado no presente trabalho uma supressao do gene GS7-1 em
todos os tecidos de carrapatos adultos analisados. Contudo, apenas no intestino e na glandula
salivar tal supressao foi significativa, sendo 7 e 18 vezes menos expresso no grupo infectado,
respectivamente. Uma vez que esta enzima atua de forma a neutralizar compostos toxicos,
inclusive espécies reativas de oxigénio, sua regulagdo negativa nestes tecidos de forma
substancial indica um esfor¢o de R. microplus em gerar um estresse oxidativo para combater a

infeccdo por 7. equi.

Cabe destacar ainda que, ao contrario do intestino onde todos os genes antioxidantes
analisados foram suprimidos com exce¢do do gene catalase, na glandula salivar, todos foram
regulados positivamente, apesar de ndo estatisticamente significativo, com excecdo da
tiorredoxina redutase que foi suprimida. Esta corresponde a uma possivel justificativa para a
intensa supressao de GST-1 observada na glandula salivar, sugerindo que a enzima glutationa-
s-transferase-1 pode ter um papel crucial na neutralizagdo de ERO neste tecido que vale a pena

ser investigado em andlises futuras.

Além disso, vale ressaltar que em contraponto ao que foi obtido na avaliagdo tecido-
especifica, o gene GST-1 foi regulado positivamente tanto nas ninfas, quanto nas larvas. Nesta
ultima, a expressao génica diferencial se mostrou significativa, onde o gene foi 2 vezes mais
expresso no grupo infectado quando comparado ao controle. Um estudo conduzido por Freitas
e colaboradores (2007) demonstrou que a atividade da enzima GS7-/ possui um aumento
gradual ao longo do desenvolvimento embriondrio de R. microplus e exerce importante papel
no controle do estresse oxidativo durante os estagios embriondrio e larval. Dessa forma, a
infec¢do por 7. equi pode ter conferido um estimulo a mais para a expressao dessa enzima no
estagio de larva, constituindo uma ferramenta do carrapato de garantir sua sobrevivéncia e dar
continuidade ao seu desenvolvimento. Contudo, maiores investigagdes devem ser realizadas

para esclarecer o papel desta enzima no referido estagio frente a infecg¢ao por 7. equi.

49



5 CONCLUSOES

A resposta pro-oxidativa frente a infecgdo por 7. equi através dos genes avaliados ocorre
apenas no intestino e na glandula salivar de R. microplus, onde as enzimas dual-oxidases
parecem desempenhar um papel significativo. As enzimas CuZnSOD e EROI, cujos genes
foram diferencialmente expressos apenas no intestino, podem ter sua relevancia restrita a esse

tecido.

A infeccdo por 7. equi induz, ainda, uma resposta antioxidante nestes tecidos a fim de
balancear a resposta oxidativa, onde a catalase parece corresponder a principal enzima
envolvida no controle do estresse gerado pelas ERO no intestino e na glandula salivar das

fémeas ingurgitadas de R. microplus.

A enzima GST-1 parece exercer também um papel de destaque na neutralizacao das
ERO na glandula salivar, de forma que a supressdo significativa de GS7-1 pode ter sido
induzida a fim de favorecer o acumulo de espécies reativas de oxigénio neste tecido frente a

infecgdo por 7. equi.

A infecgdo por T. equi ndo induz uma resposta oxidativa significativa através das

enzimas pro-oxidantes avaliadas nos estagios iniciais de desenvolvimento do carrapato.

O padrao de expressao de genes envolvidos no metabolismo de oxidorreducao de R.
microplus em resposta a infec¢do por 7. equi ¢ tecido-especifico, de modo que as enzimas-

chave presentes nesta interface patogeno-vetor podem variar em fun¢ao do tecido infectado.
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CAPITULO II

EXPRESSAO DIFERENCIAL DE GENES ENVOLVIDOS NAS VIAS DE
SINALIZACAO IMUNOLOGICA EM DIFERENTES ESTAGIO EVOLUTIVOS DE
Rhipicephalus microplus (ACARI: IXODIDIDAE) EM RESPOSTA A INFECCAO POR
Theileria equi (PIROPLASMIDA: THEILERIDAE)
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RESUMO

RABELLO, Carla Alves. Expressio Diferencial de Genes Envolvidos nas Vias de
Sinalizacdo Imunologica em Diferentes Estagios Evolutivos de Rhipicephalus (Boophilus)
microplus (ACARI: IXODIDAE) em Resposta a Infeccdo por Theileria equi
(PIROPLASMIDA: THEILERIDAE). 2025. 22p. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias
Veterindrias). Instituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2025.

O protozoario Theileria equi ¢ um dos principais agentes causadores da piroplasmose equina,
uma doenga que acomete equideos e que causa graves impactos a saude € a economia equestre
mundialmente. A transmissao ocorre principalmente durante o repasto sanguineo de carrapatos
infectados em um hospedeiro suscetivel. No Brasil, o inico carrapato com capacidade de atuar
como vetor de 7. equi comprovada experimentalmente pertence a espécie Rhipicephalus
microplus. Todavia, o conhecimento acerca dos mecanismos envolvidos nesta interface
patogeno-vetor ainda € escasso. Apds a exposi¢cdo ao patdgeno pelo carrapato durante o repasto
sanguineo, o parasito necessita evadir a resposta imunoldgica inata do vetor para sua
sobrevivéncia e posterior transmissao. Dentre os mecanismos inatos de defesa, a resposta
humoral compreende diferentes moléculas efetoras que atuam no combate a infecgdo. A sintese
e liberacdo destas moléculas ¢ regulada através da transdug@o do sinal de diferentes vias de
sinalizagdo, sendo as principais: NF-kB/Toll, IMD e JAK/STAT. Assim, o objetivo deste
trabalho foi analisar a expressdo diferencial de genes envolvidos nas principais vias de
sinaliza¢do imunoldgica de R. microplus em resposta a infec¢do por 7. equi. Com isso, um
equino portador cronico de 7. equi (controle positivo) e um equino nao infectado (controle
negativo) foram infestados com larvas de R. microplus livres de patogenos. Apos o periodo de
fixacdo e repasto sanguineo, larvas e ninfas inteiras foram coletadas e armazenadas
individualmente, enquanto as fémeas foram dissecadas e o intestino e a glandula salivar de cada
exemplar foi armazenado de forma individual. Em seguida, foi feita a extracdo do RNA ¢ a
sintese do cDNA de cada amostra, os quais foram submetidos ao ensaio de expressdo génica
relativa através da qPCR. Considerando a via Toll, os resultados obtidos neste estudo
demonstraram que no intestino e na glandula salivar o receptor Toll e o fator de transcrigao
desta via (Dorsal) foram mais expressos no grupo infectado quando comparados ao controle,
sugerindo que a infec¢do por 7. equi induz a ativagdo desta via em ambos os tecidos. Em
relacdo a via IMD, o gene que codifica para o receptor desta via (PGRP) foi mais expresso no
intestino de R. microplus infectado, enquanto que o fator de transcri¢do Relish foi mais expresso
na glandula salivar de R. microplus infectado em relacao ao controle, sugerindo que a ativagao
desta via pode ocorrer de formas alternativas. Em ambos os tecidos, os genes que codificam
para os peptideos antimicrobianos microplusina e defensina foram mais expressos no grupo
infectado em relagdo ao controle. No intestino, a via JAK/STAT foi regulada negativamente
em resposta a 7. equi, o que pode ter ocasionado a expressao diferencial nao significativa do
gene ixodidina observada neste tecido. Nos estagios de larva e ninfa de R. microplus nao foi
observada uma resposta imunoldgica diferencial significativa através das vias analisadas. Tais
resultados contribuem para ampliar o conhecimento de como R. microplus responde a infecg¢ao
por T. equi e auxiliam na identificagdo de moléculas com potencial de serem utilizadas no
desenvolvimento de ferramentas biotecnoldgicas para o controle e prevengao da piroplasmose
equina no pais.

Palavras-chave: Piroplasmose equina, interacdo patdgeno-vetor, resposta imunoldgica de
carrapatos
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ABSTRACT

RABELLO, Carla Alves. Differential gene expression of signaling immune pathways at
different evolutionary stages of Rhipicephalus microplus (ACARI: IXODIDAE) in
response to Theileria equi infection (PIROPLASMIDA: THEILERIDAE). 2025. 22p.
Dissertation (Master's Degree in Veterinary Sciences), Veterinary Institute, Department of
Animal Parasitology, Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2025.

The protozoan Theileria equi is one of the main causative agents of equine piroplasmosis, a
disease that affects equids and causes significant impacts on health and the global equine
economy. Transmission occurs mainly during the blood feeding of infected ticks on a
susceptible host. In Brazil, the only tick with experimentally proven vector capacity to transmit
T. equi belongs to the species Rhipicephalus microplus. However, knowledge about the
mechanisms involved in this pathogen-vector interface is still limited. Once acquired by the
tick, the parasite must evade the tick's innate immune response for its survival and subsequent
transmission. Among the innate defense mechanisms, the humoral response involves different
effector molecules that combat the infection. The synthesis and release of these molecules are
regulated through the signal transduction of different signaling pathways, with the main ones
being NF-kB/Toll, IMD, and JAK/STAT. Thus, the objective of this study was to analyze the
differential expression of genes involved in the main immune signaling pathways of R.
microplus in response to 7. equi infection. For this, a chronically infected equine with 7. equi
(positive control) and a non-infected equine (negative control) were infested with 7. equi-free
R. microplus larvae. After the fixation and blood feeding period, whole larvae and nymphs were
collected and stored individually, while the females were dissected, and the midgut, ovary, and
salivary gland of each specimen were stored separately. RNA was then extracted, and cDNA
was synthesized for each sample, which were subjected to relative gene expression assays using
qPCR. Considering the Toll pathway, the results obtained in this study showed that in the
midgut and salivary gland, the Toll receptor and the transcription factor of this pathway
(Dorsal) were upregulated in the infected group compared to the control, suggesting that 7. equi
infection induces the activation of this pathway in both tissues. Regarding the IMD pathway,
the gene encoding the receptor of this pathway (PGRP) was upregulated in the midgut of
infected R. microplus, while the transcription factor Relish was upregulated in the salivary gland
of infected R. microplus compared to the control, suggesting that activation of this pathway
may occur in alternative forms. In both tissues, the genes encoding the antimicrobial peptides
microplusin and defensin were upregulated in the infected group compared to the control. In
the midgut, the JAK/STAT pathway was suppressed in response to 7. equi, which may have
resulted in the non-significant differential expression of the ixodidin gene observed in this
tissue. In the larval and nymph stages and in the ovary of R. microplus, no significant
differential immune response was observed through the analyzed pathways. These results
contribute to expanding the knowledge of how R. microplus responds to 7. equi infection and
assist in identifying molecules with the potential to be used in the development of
biotechnological tools for the control and prevention of equine piroplasmosis in the country.

Keywords: Equine piroplasmosis, pathogen-vector interface, tick immune response.
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1 INTRODUCAO

A Piroplasmose Equina (PE) corresponde a uma das principais enfermidades que
acomete equideos, gerando grandes perdas econdmicas no setor equestre ao redor do mundo
(Scoles & Ueti, 2015, Tirosh-Levy et al., 2020). Causada por protozoarios intraeritrociticos
pertencentes as espécies Theileria equi (Laveran, 1901, Mehlhorn & Schein, 1998), Theileria
haneyi (Knowles & Kappmeyer, 2018) e Babesia caballi (Nuttall & Strickland, 1912), os sinais
clinicos podem se apresentar de forma inaparente e inespecifica, durante a fase cronica, ou de
forma mais grave durante a fase aguda, onde o animal pode apresentar febre alta, anemia
hemolitica, anorexia e até mesmo vir a 6bito (Tamzali, 2013; Guidi et al., 2015, Dodiya et al.,

2022).

Infecgdes por 7. equi tendem a ser mais severas quando comparadas as demais espécies,
fazendo com que os gastos com tratamento e os prejuizos relacionados a PE sejam
particularmente mais agravados (De Wall, 1992; Wise et al, 2013). Além disso, o tratamento
farmacologico de eleicao contra 7. equi baseia-se no uso do antiprotozodrio dipropionato de
imidocarb. Contudo, este farmaco ¢ ineficaz em eliminar o parasito do organismo hospedeiro,
fazendo com que uma vez infectado, o animal se torne uma fonte de infec¢@o no rebanho (Sears
et al., 2020, Medonza et al. 2024), gerando prejuizos ao desempenho produtivo e ao trafego

internacional destes animais (Friedhoff et al., 1990; Scoles & Ueti, 2015; Coultous et al., 2023).

A transmissdo de 7. equi se da principalmente através da picada de carrapatos
(Rothschild, 2013; Onyiche et al., 2019). Assim, diversas espécies de carrapatos pertencentes
aos géneros Rhipicephalus, Dermacentor, Hyalomma, Haemaphysalis, Ixodes e Amblyomma
sdo capazes de atuar como vetores de 7. equi (De Wall, 1992; Scoles & Ueti, 2015). No Brasil,
contudo, a Unica espécie com capacidade vetorial comprovada experimentalmente € o carrapato
do boi, Rhipicephalus microplus (Guimaraes et al., 1998; Peckle et al., 2022). No entanto, os
mecanismos moleculares envolvidos na interface patdégeno-vetor que permitem que R.

microplus seja capaz de transmitir 7. equi ainda ndo estdo totalmente esclarecidos.

Considerando o ciclo biologico de 7. equi, durante o repasto sanguineo em um
hospedeiro infectado, R. microplus ingere as formas evolutivas de macro e microgametdcitos
do parasito, as quais irdo colonizar o intestino do carrapato, se diferenciar e, posteriormente,
migrar para a glandula salivar através da hemolinfa para entdo serem transmitidas a um
hospedeiro suscetivel (Rothschild, 2013). Para que 7. equi consiga completar seu ciclo de forma

eficiente, € necessario que este parasito seja capaz de evadir as defesas imunologicas do vetor,
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garantindo sua sobrevivéncia e transmissao (Hajdusek et al., 2013; Aguilar-Diaz et al., 2021).
Dessa forma, assim como nos demais invertebrados, a resposta imune inata de carrapatos ¢
composta por mecanismos celulares e humorais, os quais desempenham papel fundamental na
defesa contra agentes patogénicos (Hoffmann et al., 1999; Sonenshine & Hynes, 2008; Fogaca
etal., 2021).

Sabe-se que a resposta humoral de carrapatos envolve a regulagdo da transdugdo do
sinal de quatro vias principais, sendo elas: fator nuclear-kappa B/Toll (NF-kB/Toll), c-Jun N-
terminal quinase (JNK), via da imunodeficiéncia (IMD), janus quinase/transdutor de sinal e
ativador de transcricao (JAK/STAT). A ativagdo destas vias culmina com a sintese e liberacao
de peptideos antimicrobianos que irdo atuar no combate ao processo infeccioso, como a
microplusina, a ixodidina e a defensina (Smith & Pal, 2014; Rosa et al., 2016; Aguilar-Diaz
etal., 2021).

Estudos anteriores demonstraram que o silenciamento do gene que codifica para o fator
de transcricdo da via IMD (Relish) resultou em uma diminui¢ao nos niveis de expressao do
peptideo antimicrobiano microplusina no intestino e na glandula salivar de R. microplus
durante infeccao por Anaplasma marginale, enquanto que a deficiéncia do fator de transcri¢ao
STAT na glandula salivar deste carrapato resultou em uma redug@o na expressdo peptideo
ixodidina (Capelli-Peixoto, et al., 2017). Além disso, em Ixodes ricinus, foi observado que a
ativacdo da via Toll induz a expressdao de uma defensina “downstream” intitulada “defIR”

(Jalovecka et al., 2024).

Pelo fato da resposta imunologica de carrapatos ndo ser completamente compreendida
e ndo haver tantas informagdes acerca deste tema quando comparado aos demais artropodes, a
elucida¢dao dos mecanismos moleculares envolvidos na interface patogeno-carrapato se mostra
essencial para ampliar o entendimento sobre os componentes imunoldgicos envolvidos na
resposta de carrapatos a infec¢do por patdogenos e, com isso, auxiliar na identificacdo de
possiveis alvos para o desenvolvimento de ferramentas que visam bloquear a transmissdo de
agentes patogénicos. Dessa forma, o presente trabalho teve por objetivo analisar a expressao
diferencial de genes pertencentes as principais vias de sinalizagdo imunologica e aos peptideos

antimicrobianos em Rhipicephalus microplus infectado e nao infectado por Theileria equi.
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2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Comité de Etica

O Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro

aprovou esses procedimentos inscritos sob o numero 3948221223.
2.2 Local do estudo

O estudo experimental foi realizado na Esta¢ao para Pesquisas Parasitologicas W. O.
NEITZ, do Departamento de Parasitologia Animal do Instituto de Veterinaria da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, € no Laboratorio de Sanidade Avicola, do Departamento de

Epidemiologia e Saude Publica, pertencente ao mesmo instituto e institui¢do acima citados.
2.3 Manutenc¢ao dos equinos

Os cavalos utilizados no experimento foram mantidos estabulados em baias
individuais da Estacdo Experimental para Pesquisas Parasitologicas W. O. Neitz (UFRRJ). Os
animais receberam uma dicta a base de feno de Coast Cross, ragao comercial fornecida trés

vezes ao dia e dgua ad libitum.

O equino utilizado como controle positivo consiste em um animal sem raga definida
(SRD), com idade de 2 anos, infectado naturalmente por 7. equi. J& o equino utilizado como
controle negativo consiste em um animal SRD livre de hemoparasitos, apresentando 2 meses
de idade a época do experimento, sendo mantido estabulado juntamente da progenitora por

apresentar idade inferior ao desmame e alimentado através da amamentacao natural.
2.4 Coleta de sangue dos animais

O sangue dos equinos foi coletado semanalmente durante o experimento para analise
através da técnica de PCR em tempo real (QPCR) de acordo com Kim et al. (2008), no intuito
de determinar o “status” da infec¢@o e a estabilidade da parasitemia dos animais durante todo

o periodo do experimento.

Dessa forma, os animais foram posicionados em troncos de contengdo € o sangue
coletado através da pung¢do da veia jugular utilizando seringas estéreis de 5,0 mL, sendo feita
a antissepsia prévia da regido de coleta utilizando algodao imerso em solugdo de alcool 70%.

Apos a coleta, o sangue foi armazenado em tubos de 4mL contendo K3 EDTA, os quais foram
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acondicionados a -20°C para posterior extracdo do DNA e analise por meio da qPCR.
2.5 Criagdo e manutencio de colonias de carrapatos livres de 7. equi

A cepa Porto Alegre de R. microplus livre de hemoparasitos ¢ mantida no Laboratdrio
de Controle Microbiano da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro em bovinos jovens
da raga girolanda livre de patogenos. A partir desta colonia, foram selecionadas fémeas
ingurgitadas de R. microplus provenientes de animais experimentalmente infestados e
mantidas em camara climatizada tipo Biochemical Oxygen Demand (B.O.D.) a temperatura

de 27 °C (= 1) e umidade relativa superior a 80% (Bittencourt, 1990).

Amostras de ovos dos trés primeiros dias de postura foram separadas e transferidas
para seringas descartaveis estéreis adaptadas (Daemon, 1985), as quais foram mantidas em

B.O.D., nas mesmas condi¢des descritas anteriormente, para incubacao e eclosdo das larvas.

2.6 Obtencio de larvas, ninfas e tecidos (glandulas salivares e intestino) de fémeas

de Rhipicephalus microplus
2.6.1 Infestacio e coleta dos carrapatos

Foram depositados 4g de larvas livremente no dorso dos cavalos através de seringas
estéreis descartaveis. No 9° dia as larvas foram recuperadas do corpo dos animais, no 17° dia
as ninfas e, no 28° dia pos-infestagdo, as fémeas ingurgitadas foram também recuperadas
diretamente do corpo dos animais, sendo coletados 15 exemplares de cada equino para cada

estagio evolutivo, totalizando 90 amostras.

Os carrapatos da espécie R. microplus infectados por 7. equi foram obtidos a partir da
infestagdo no cavalo portador cronico do parasito, formando o grupo 7. equi-infectado. Os
carrapatos nao infectados foram obtidos a partir da infestagdo no equino livre de

hemoparasitos, o qual formou o grupo controle.
2.6.2 Higienizac¢ao, acondicionamento e dissec¢do dos carrapatos

Apos coletados, os carrapatos foram imediatamente imersos em agua corrente €
posteriormente em solu¢ao de hipoclorito de sodio a 0,05% por 3 min e em alcool 70% por 2
min (Antunes et al., 2012).

Apos a identificacdo, os exemplares de larvas e ninfas, em seus respectivos dias de
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coleta pos-infestacdo, foram armazenados inteiros de forma individual em tubos de
polipropileno de 1,5 mL contendo 30 uL de “RNAlater” (Invitrogen™, Vilnius, Lituania),
sendo mantidos acondicionados a -80 °C para posterior andlise. As fémeas ingurgitadas, por
sua vez, foram dissecadas apos a higienizagao e identificagdo. Dessa forma, os espécimes
foram fixados individualmente em placas de Petri contendo parafina preta para aumentar o
contraste. Em seguida, foi feita a incisdo no sulco marginal, passando-se o idiossoma, com
auxilio de tesoura oftdlmica de ponta fina e pinga entomologica, também sob microscopio
estereoscopico (LED SMZ 445, Nikon, Toquio, Japao). Apos a incisdo completa, o tegumento
foi dobrado para melhor visualizagao das estruturas internas e a cavidade exposta foi banhada
em solucdo fisiologica estéril a 0,9% solugdo salina a 4 -C. Em seguida, o intestino e as
glandulas salivares foram coletados e lavados em solucao fisiologica estéril a 0,9% gelada trés
vezes antes do armazenamento de forma individual nas mesmas condi¢des descritas para
larvas e ninfas.
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Figura 1. Linha temporal evidenciando as fases do periodo de infestacdo onde foram coletadas
as larvas, ninfas e fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus em equinos cronicamente
infectados por Theileria equi. O esquema foi criado através da ferramenta BioRender.com.

2.7 Extracao do DNA total de sangue equino

Amostras de sangue total dos animais utilizados no experimento foram extraidas
através do método fenol-cloroférmio (Sambrook et al., 1989). Assim, foi adicionado 350 uL

de sangue total em tubos de polipropileno de 2,0 mL contendo 500 uL de solug¢ao de lise (Tris-
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HCL 10 mM pH 8.0; EDTA 10 mM pH 8.0; cloreto de s6dio 100 mM e SDS 2%) e 20 uL de
proteinase K (20 mg/mL). Em seguida, o conteudo foi homogeneizado em vortex “Classic
Vortex Mixer” (VELP Scientifica, MB, Italia) e incubado a 56°C durante 1 h com agitagdo a

650 rpm em um “Thermomixer* (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha).

Apos esse processo, as amostras foram retiradas do “Thermomixer” e em seguida foi
adicionado 870 ul de solu¢dao de fenol tamponado pH 8,0 (Sigma-Aldrich®, Darmstadt,
Alemanha). As amostras foram agitadas em vortex e centrifugadas a 15000 x rpm por 10min
em uma centrifuga refrigerada Rotina 380R (Hettich Lab, BW, Alemanha). Em seguida, o
sobrenadante foi retirado e adicionado a novos tubos de 2,0 mL contendo 500 uL de
cloroformio (pegar o nome), sendo agitado em vortex e centrifugado nas mesmas condigdes
descritas acima. ApOs esse processo, o sobrenadante foi transferido para novos tubos de 1,5
mL contendo 50 uL de acetato de sodio 3 M pH 5,2 e 500 uL de etanol 100%. As amostras
foram agitadas em vortex e mantidas a -20°C durante 1,5 h. Posteriormente, o DNA foi
recuperado por centrifugacdo a 15000 x rpm durante 10 min e o sobrenadante descartado. Foi
adicionado, em seguida, 500 uL de alcool 70% seguido de centrifugagdo nas mesmas
condi¢des descritas acima. O sobrenadante foi descartado e as amostras foram mantidas em
temperatura ambiente por 40 min para secagem e, em seguida, eluidas em 30 uL de 4gua livre

de nucleases (Invitrogen™, Vilnius, Lituania).
2.8 Extracao de RNA total das amostras de carrapato

Primeiramente, as amostras foram lavadas trés vezes utilizando 1 mL de solu¢do salina
tamponada com fosfato (PBS) e centrifugadas a 12.000 x g por 15 min para remog¢do do
“RNAlater” (Invitrogen™, Vilnius, Lituania). O RNA das amostras de carrapatos foi extraido
utilizando um kit de purificagdo de RNA Invitrogen™ TRIzol™ Plus (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, EUA) de acordo com as instru¢des do fabricante, sendo todo o

processo realizado com as amostras acondicionadas no gelo.

Assim, ap6s a lavagem com PBS, foi adicionado 1 mL de TRIzol nos tubos contendo
as amostras, sendo eles agitados manualmente até a dissolu¢do completa do tecido. As
amostras foram incubadas por 5 min em temperatura ambiente e, em seguida, foi adicionado
200 uL de cloroférmio. Apds agitar vigorosamente por 15 seg, as amostras foram incubadas
em temperatura ambiente por 3 min e, em seguida, centrifugadas a 12.000 x g por 15 min. O

sobrenadante foi transferido para tubos de polipropileno de 2,0 mL contendo o mesmo volume
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de alcool 70%. Os tubos foram agitados vigorosamente por 15 seg e o conteudo transferido
para colunas de silica dispostas em tubos coletores. As colunas foram centrifugadas a 12.000
x g por 15 seg, o tubo coletor foi descartado e a silica inserida em novo tubo coletor. Foi
adicionado 350 uL de Wash Buffer I em cada amostra, seguida de centrifugagao nas condi¢des
descritas acima. Ap0s esse processo, adicionou-se 40 uL. de solugdo de DNase I (Invitrogen™,
Carlsbad, CA, EUA) no centro da coluna de silica a fim de eliminar o DNA gendmico
contaminante. As amostras foram incubadas por 15 min em temperatura ambiente e, em
seguida, foi adicionado novamente 350 uL de “Wash Buffer I”. Apods centrifugagdo a 12.000
x g por 15 seg, as colunas foram inseridas em novos tubos coletores, sendo adicionado 700
uL de “Wash Buffer II”. As amostras foram centrifugadas nas mesmas condi¢des descritas
acima e o processo repetido duas vezes. Por fim, as colunas foram transferidas para tubos de
1,5 mL, onde foi adicionado 30 uL de “RNAse Free Water” no centro de cada coluna para

eluicdo do RNA extraido.

Apos a extracdo, a quantidade e a qualidade do RNA extraido foram avaliadas
utilizando um espectrofotometro NanoDrop (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE,

EUA).
2.9 Sintese de cDNA a partir do RNA das amostras de carrapato

O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado utilizando um kit “High Capacity
cDNA Reverse Transcription” (Applied Biosystems, Vilnius, Lituania) de acordo com as
instrugdes do fabricante. Assim, as reagdes foram feitas em triplicata, com um volume final
de reagdo de 15 pL contendo: 1X “RT Buffer”, 1X “dNTP Mix”, 1X “RT Random Primer”,
luL de “Multi Scribed Reverse Transcriptase”, 4,2 uLL de “Nuclease Free Water” e 5 uL de
amostra. Posteriormente, o cDNA foi quantificado utilizando o espectrofotometro NanoDrop

(Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, EUA).

2.10 Deteccao e quantificacao de Theileria equi a partir das amostras de DNA total
de sangue equino e do cDNA das amostras de carrapato

O DNA do sangue total dos cavalos e 0 cDNA das amostras de carrapatos dos grupos
experimentais foram submetidos a reacao de qPCR baseados na sequéncia /8S ¥rRNA de T. equi
conforme descrito por Kim e colaboradores (2008). Sendo assim, foi empregado o par de
primers Bel8SF (5’-GCGGTGTTTCGGTGATTCATA-3’) e Bel8SR (5°-
TGATAGGTCAGAAACTTGAATGATACATC-3’), além de uma sonda fluorescente Be18SP
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(5’FAM-AATTAGCGAATCGCATGGCTT-TAMRA3J’), marcada na extremidade 5’ com o
reporter 6-carboxifluoresceina (FAM) e com o quencher 6-carboxitetrametilrodamina
(TAMRA) na extremidade 3’. As reagdes foram realizadas com um volume final de reagdo de
12 uL contendo: 1X “TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, California,
EUA)”, 450 nM de cada primer, 250 nM de sonda e 90 ng de DNA total. As condicdes de
termociclagem foram: 50 °C por 2 min, 95 °C por 10 min e 45 ciclos a 95 °C por 20 seg, seguidos
de 55 oC por 1 min. Como controle positivo, foi utilizado 90 ng de DNA total extraido do
sangue de equino cronicamente infectado com 7. equi. Como controle negativo, foi utilizado 3
uL de agua livre de nuclease. Todas as reagdes foram realizadas em triplicata. As amostras
foram consideradas positivas se o valor de Cq for menor ou igual a 40 ciclos. Os valores médios
de Cq obtidos a partir das trés repeticdes do grupo infectado foram plotadas em uma curva
padrao produzida por Peckle et al. (2022) para fins de quantificagdo da carga parasitaria das

amostras.
2.11 Ensaios de expressao génica

Para os ensaios de expressdo génica, foram selecionadas 8 amostras pertencentes a
cada grupo (infectado e controle), para cada estagio evolutivo (larva, ninfa e tecidos de fémeas
ingurgitadas). Foram selecionados 6 genes relacionados as principais vias de sinalizacao
imunologica e 3 genes codificantes para peptideos antimicrobianos, conforme descrito na
Tabela 1. Além destes, foram utilizados quatro genes de referéncia para posterior
normalizagdo dos niveis relativos de expressdo génica obtidos, sendo eles: RmRIBS3A

[CV443892], RmBactin [AY255624], RmGAPDH [CK180824] e RmMALATE [CV455409].

Quadro 1. Genes envolvidos nas principais vias de sinalizacdo imunoldgicas do carrapato
Rhipicephalus microplus selecionados para analise de expressao génica diferencial.

Abreviacao do Nome do sene ﬁ::;:r]?:;:)l]( Primer Forward  Primer Reverse Referéncia
gene g 5-3) 3-3)
RmRIBS3A4 40S ribosomal ~ [CV443892] GGACGACCG TGAGTTGATTG  Rosacetal.
protein S34 ATGGCTACCT GCGCACTTCT (2016)
RmBactina B-actina [AY255624] CCCATCTACG CGCACGATTTC Nijhofetal
AAGGTTACGC ACGCTCAG (2009)
C
RmGAPDH Gliceraldeido 3- [CK180824] AGTCCACCGG GTGTGGTTCAC Nijhofetal
Fosfato CGTCTTCCTCA ACCCATCACA (2009)
Dehidrogenase A
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Quadro 1. Continuagao.

GenBank Primer Forward Referéncia
Abreviacio do  Nome do gene &-3) Primer Reverse
gene [nimero] 5’-3)
RmMALATE Malate [CV455409] AAACTGTCCC TTCTTGACGAA  Kaliletal
dehydrogenase AGTACGAGTC GTCCTCTCC (2017)
RmTollreceptor Receptor Toll [KF828744] CATCATTCGTG ACCAGTTGCA Rosa et al.
TGCAGTGTG ATGACGTCAC (2016)
RmDorsal Dorsal [KF828755] CATATCGGGT GGCTTGTAAA Capelli
ACATCCACAC  GGTGCATGTC Peixoto et
al., (2017)
PGRP Proteina de [KF828741] TCGCAGAGAA  TTCGTGTGAG Rosa et al.
reconhecimento TGCGCTACTG CGCCTTCTGC (2016)
de
peptideoglicano
Relish Relish [KF828760] GCACGACAGC  TCTTGCTCAG Rosa et al.
CAATTATTCG CAGAAGAAG (2016)
JAK Janus Kinase [KF828771] CAGAGGTGAT ATGAGCTGTG Rosa et al.
GCTAGTCATG  GATGAGTGAC (2016)
STAT Transdutor de  [KF828772] TAGTGTTCCA  CCGTCGCAGA Rosa et al.
sinal e ativador GGTTTGGACG  CTTAAACTTC (2016)
de transcri¢do
Capelli
Microplusina Microplusina [AY233212] CAGTGAAGCC CCGAAGTCGA Peixoto et
TTCGCATCAG AGCCACAAG al., (2017)
Capelli
Ixodidina Ixodidina [P83516] CAAAATGCAG CCACGACGGC Peixoto et
TCCCGTTACGT AGAAGCATCC al., (2017)
Capelli-
Defensina Defensina [AY233213] GATGCCCGTTT TTGATTAGGC Peixoto et
AACCAAGGA CAGCGCAGTA al., (2017)

Antes de serem empregados, cada par de primer foi submetido a uma curva de eficiéncia
de seis pontos a fim de garantir a eficiéncia das reagdes analisadas. O ensaio de expressao génica
foi realizado em triplicata utilizando uma placa de reag¢ao de 96 pogos MicroAmp® Fast em um
termociclador StepOne Plus (Applied Biosystems, Singapore, Singapore). Cada reacdo de
gPCR continha 1X “Power SYBR Green Master Mix” (Applied Biosystems, Warrington, Reino
Unido), 0,4 uM de cada primer e 45 ng/uL de cDNA em um volume final de 12 pL. Os niveis

relativos de expressao génica no grupo controle em comparacao ao grupo infectado por 7. equi
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foram normalizados com a média geométrica dos valores de Cq dos genes de referéncia, sendo

calculados segundo o método 2~ (aaca) (Livak & Schmittgen, 2001).

2.12 Analise Estatistica

A andlise estatistica das diferencas observadas no grupo infectado e no grupo controle
foi realizada utilizando o software GraphPad Prism, versdao 8.0 (GraphPad Software, CA,
EUA). Os valores de ACq foram submetidos a andlise estatistica para investigar a expressao
génica diferencial significativa nos grupos infectados e ndo infectados por 7. equi. Inicialmente,
os valores de ACq foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk para verificar a normalidade.
Com isso, de acordo com os resultados obtidos, o grupo controle e infectado por 7. equi foram
comparados pelo teste paramétrico t de Student ou pelo teste ndo paramétrico de Mann-
Whitney. Os valores de p < 0,05 com intervalo de confianga (IC) de 95% foram considerados

estatisticamente significativos.
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3 RESULTADOS

3.1 Carga parasitaria de 7. equi em larvas, ninfas e tecidos de fémeas ingurgitadas

de R. microplus

A carga parasitaria resultante da infeccao por 7. equi nas amostras de larvas foi de 198116 +
853377 parasitos/uL de amostra analisada, enquanto no estagio de ninfa foi observada uma
carga parasitaria de 7680832 + 75484787 parasitos/uL. J&4 em amostras de intestino das fémeas
ingurgitadas coletadas, a carga parasitaria resultante foi de 5064 + 62081 parasitos/pL,

enquanto na glandula salivar o valor obtido foi de 5696727 + 14700221 parasitos/uL.
3.2 Expressao génica diferencial em larvas inteiras de R. microplus

Considerando os genes analisados em larvas inteiras, apenas o gene proteina de
reconhecimento de peptideoglicano (PGRP) apresentou expressao diferencial significativa,
sendo 4 vezes regulado negativamente no grupo infectado em relagdo ao controle (p = 0,0004
; IC=1,25-3,37) (Figuras 2 ¢ 3). Os demais genes ndo apresentaram diferenca significativa

(Anexo 5).
3.3 Expressao génica diferencial em ninfas inteiras de R. microplus

Dentre os genes avaliados, apenas o janus kinase (JAK) foi diferencialmente expresso
de forma significativa, sendo 4,5 vezes menos expresso no grupo infectado em relacdo ao
controle (p = 0,0004 ; IC= 1,11 —3,023) (Figuras 2 e 3). Os demais ndo apresentaram

expressao diferencial significativa (Anexo 7).
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Figura 2. Expressao génica diferencial dos genes envolvidos nas principais vias de sinalizacao
imunoldgica nos estagios de larva e ninfa de Rhipicephalus microplus em resposta a infecgao
por Theileria equi. TOLL = receptor Toll; DORSAL = fator de transcri¢do Dorsal; PGRP =
proteina de reconhecimento de peptidoglicano;, RELISH = fator de transcri¢ao Relish; JAK =
janus kinase; STAT = transdutor de sinal e ativador de transcricdo.
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Figura 3. Expressdo génica diferencial dos genes que codificam para peptideos antimicrobianos
nos estagios de larva e ninfa de Rhipicephalus microplus em resposta a infeccao por Theileria
equi. MIC = microplusina; DEF = defensina; IXO = ixodidina
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3.4 Expressao génica diferencial tecido-especifica em fémeas ingurgitadas de R.

microplus.

3.4.1 Intestino

Considerando a via de sinalizacdo NF-«xB/Toll, o receptor Toll foi 9,7 vezes mais
expresso no grupo infectado em relagdo ao controle (p = <0,0001 ; IC =-3,82 — -1,93). Da
mesma forma, o gene Dorsal, que codifica para o fator de transcri¢do desta via, foi 3,6 vezes
regulado positivamente no grupo infectado quando comparado ao controle (p = 0,04 ; IC = -
2,50 —-0,01). Ja em relagdo a via IMD, o gene proteina de reconhecimento de peptideoglicano
(PGRP), o qual codifica para o receptor da referida via, foi 3,24 vezes mais expresso no grupo
infectado (p = <0,0001 ; IC = -2,147 — -1,03), enquanto o fator de transcricdo Relish nao
demonstrou expressdao diferencial significativa estatisticamente. Considerando a via
JAK/STAT, foi observada uma supressao do gene transdutor de sinal e ativador de transcri¢do
(STAT), uma vez que este foi 12,5 vezes menos expresso no grupo infectado (p = 0,0006 ; IC
= 2,33 - 5,59), enquanto o gene janus kinase (JAK) ndo apresentou uma expressao diferencial

significativa estatisticamente (Figura 4).

Em relagao aos peptideos antimicrobianos analisados, o gene que codifica para o AMP
microplusina foi intensamente expresso de forma diferencial, sendo regulado positivamente 79
vezes no grupo infectado (p = <0,0001 ; IC = -7,68 — - 4,95). O gene defensina também se
mostrou regulado positivamente no grupo infectado, porém em menor intensidade, sendo 4
vezes mais expresso neste grupo quando comparado ao controle (p = 0,0002 ; IC =-2,76 — -
1,13) (Figura 5). Em contrapartida, o gene que codifica para o AMP ixodidina ndo apresentou

expressao diferencial estatisticamente significativa (Anexo 7).
3.4.2 Glandula salivar

Levando em consideracdo a via NF-kB/Toll, o gene receptor Toll foi 4 vezes mais
expresso no grupo infectado quando comparado ao controle (p = 0,0002 ; IC = -2,46 — -1,0).
De forma semelhante, o fator de transcricdo Dorsal foi 3 vezes mais expresso no grupo
infectado (p = 0,03 ; IC =-2,34 —-0,06). Ja em relagdo a via IMD, o fator de transcrigdo Relish
foi 3 vezes regulado positivamente no grupo infectado em relagao ao controle (p = 0,003 ; IC
=-2,26 —-0,54), enquanto o gene proteina de reconhecimento de peptidoglicano (PGRP) nao

demonstrou diferenga de expressao significativa estatisticamente (Figura 4). Considerando a
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via JAK/STAT, ambos os genes analisados (JAK e STAT) nao demonstraram expressao

diferencial significativa estatisticamente (Anexo 8).

Em relagdo aos AMPs, ambos os trés genes analisados foram regulados positivamente
(Figura 5). O gene microplusina foi 17 vezes regulado positivamente no grupo infectado (p =
0,0002 ; IC = -5,02 — -3,24), enquanto os genes defensina ¢ ixodidina foram 4 (p = 0,009 ; IC
=-2,69—--0,45)e 5 (p =0,0002 ; IC=-2,92 — - 1,14) vezes mais expressos no grupo infectado

comparado ao controle, respectivamente.
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Figura 4. Expressao génica diferencial dos genes envolvidos nas principais vias de sinalizagao
imunoloégica no intestino e na glandula salivar de Rhipicephalus microplus em resposta a
infec¢do por Theileria equi. TOLL = receptor Toll; DORSAL = fator de transcricdo Dorsal;
PGRP = proteina de reconhecimento de peptidoglicano; RELISH = fator de transcri¢do Relish;
JAK = janus kinase; STAT = transdutor de sinal e ativador de transcrigdo.
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Figura S. Expressao génica diferencial dos genes que codificam para peptideos antimicrobianos
no intestino e na glandula salivar de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus em
resposta a infec¢do por Theileria equi. MIC = microplusina; DEF = defensina; 1XO = ixodidina
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4 DISCUSSAO
4.1 Via NF-xB/Toll

No decorrer das décadas de estudos envolvendo a resposta imunoldgica de artropodes,
foi demonstrado que as vias de sinalizacdo imunologica desempenham um papel crucial na
regulacdo da resposta humoral destes organismos frente a infec¢do por diferentes patdogenos
(Hajduseket al., 2013; Fogaca et al., 2021). Sendo assim, foi observado que diversos
componentes pertencentes a via NF-kB/Toll sdo conservados entre artrépodes, incluindo

carrapatos (Rosa et al., 2016).

Estudos anteriores demonstraram que a via Toll € ativada em carrapatos como resposta
a infeccdo por diferentes microrganismos, incluindo parasitos apicomplexos. Em Ixodes
ricinus, foi observado que tal via est4 envolvida no controle dos niveis de infec¢do do carrapato
pelo parasito apicomplexo Babesia microti, uma vez que o silenciamento de Cactus (inibidor
da via Toll) resultou em uma diminui¢do na carga parasitaria presente na glandula salivar do
carrapato (Jalovecka et al., 2024). Contudo, neste mesmo estudo, o silenciamento de Cactus
concomitante ao silenciamento do fator de transcri¢ao da via Toll (Dorsal), resultou em um
aumento nos niveis de infeccdo da glandula salivar do carrapato por B. microti, sugerindo que
a ativacdo da via Toll e do fator de transcri¢cdo correspondente sdo essenciais para controlar a

infecgdo pelo parasito (Jalovecka et al., 2024).

Vale destacar que a sintese da molécula efetora defensina, um peptideo antimicrobiano,
foi diretamente relacionada a ativagdo da via Toll em diferentes artropodes. A exemplo, em
Drosophila, foi demonstrado que a translocag¢do do fator de transcri¢do Dorsal para o nicleo
induz a produgdo de defensinas (Imler & Hoffmann, 2000). O mesmo resultado foi obtido em
Aedes aegypti, onde a ativagao da via Toll resultou em um aumento na expressao do gene
Defensina (Xi et al., 2008). Em Ixodes ricinus, da mesma forma, foi observado que a ativagao
desta via induz a expressao de uma defensina “downstream” intitulada “defIR” (Jalovecka et

al., 2024).

Neste sentido, Paulino et al. (2022) descreveram um aumento na expressao do receptor
Toll no intestino de R. microplus em resposta a infec¢do por 7. equi; todavia, o gene dorsal € o
gene defensina apesar de regulados positivamente, ndo apresentaram diferenca significativa.
No presente estudo, porém, ambos os genes foram regulados positivamente de forma

significativa, sendo o receptor Toll 9 vezes, o gene Dorsal 3 vezes, e o gene Defensina 4 vezes
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mais expresso no grupo infectado, indicando que esta via ¢ ativada e responde a infec¢do por

T. equi no intestino de R. microplus.

Cabe destacar que a diferenga de significancia estatistica observada entres estes estudos
pode ser justificada devido a diferenga metodologica, uma vez que o trabalho de Paulino et al.,
(2022) foi conduzido com intestinos de fémeas de R. microplus em pools, enquanto o presente
trabalho foi realizado analisando 6rgaos de forma individual, o que pode ter influenciado nos
valores de expressdo relativa de genes especificos e na significancia estatistica da diferenca

obtida entre os grupos.

Além disso, no presente estudo, tanto o receptor Toll quanto o fator de transcri¢do
Dorsal e o AMP Defensina foram também regulados positivamente de forma significativa na
glandula salivar de R. microplus em resposta a 7. equi, indicando que a via Toll ¢ estimulada e
pode exercer um papel crucial na resposta a infec¢cdo tanto no intestino quanto na glandula
salivar do carrapato. Nos estagios de larva e ninfa, por sua vez, ndo houve expressao diferencial
significativa dos componentes desta via, sugerindo que a carga de infecgdo por 7. equi nos
estagios iniciais de desenvolvimento do carrapato ndo ¢ suficiente para ativar a via ou, ainda,
que estes estdgios imaturos podem nao possuir competéncia imunologica para responder a

infeccao.
4.2 Via IMD

Apesar de ter sido demonstrado que diversos componentes desta via inicialmente
descrita em Drosophila nao foram observados em carrapatos (Giulia-Nuss et al., 2016; Rosa et
al., 2016), diferentes estudos demonstraram que a via IMD ¢ funcional e responde a processos

infecciosos em carrapatos (Fogaga et al., 2021; O'neal et al., 2023).

A ativagdo da via IMD em Drosophila, e outras espécies de artropodes, em resposta a
infec¢do principalmente por bactérias gram-negativas, se da através do reconhecimento de
peptideoglicanos (PGN) presentes na parede celular das bactérias por proteinas
transmembranas de reconhecimento de PGN (PGRP-L) (Lemaitre & Hoffmann, 2007; Kleino
& Silverman, 2014). Contudo, as PGRPs existem em multiplas isoformas as quais estdo
envolvidas ndo s6 no reconhecimento de bactérias, mas também de virus e fungos (Ramirez et
al. 2020; Li et al.,, 2022). Dessa forma, em diferentes espécies de carrapato, incluindo

Rhipicephalus microplus, foram descritas variadas isoformas de PGRPs (Rosa et al., 2016).
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Contudo, até onde sabemos, o papel dessas proteinas na resposta destes ectoparasitos a infecgao

por protozoarios ainda nao foi esclarecido.

No presente estudo, o gene PGRP foi 3 vezes regulado positivamente no intestino de R.
microplus em resposta a infeccdo por 7. equi, sugerindo que estas proteinas podem estar
envolvidas também no reconhecimento do protozoario. Contudo, neste mesmo tecido, o fator
de transcrigao da via IMD, Relish, foi diferencialmente expresso apenas 1 vez, ndo havendo
significancia estatistica (p = 0,7887), indicando um possivel silenciamento da transdu¢do do
sinal pela indugdo na expressao de genes inibitorios da referida via, uma vez que resultado

semelhante foi observado em estudos anteriores (Paulino et al., 2022).

Contudo, foi demonstrado anteriormente que o fator de transcri¢ao Relish controla a
infec¢do por Anaplasma marginale no intestino de machos nao alimentados de Rhipicephalus
microplus (Capelli-Peixoto et al., 2017). Neste mesmo trabalho, o silenciamento do fator Dorsal
ndo impactou a expressdo de microplusina, enquanto o silenciamento do fator Relish levou a
uma regulagdo negativa do referido gene, sugerindo que tal fator de transcri¢ao estd diretamente

relacionado a expressao do gene microplusina.

Curiosamente, no presente trabalho, o peptideo antimicrobiano microplusina
demonstrou uma intensa expressao diferencial, sendo 79 vezes mais expresso no intestino de R.
microplus infectado por 7. equi em relagdo ao ndo infectado, apesar da expressdo diferencial
ndo significativa de Relish. No entanto, diferentes trabalhos com artropodes demonstraram que
as vias Toll e IMD estdo interligadas e atuam de forma sinergética no estimulo a sintese e
liberagio de moléculas efetoras (Alavarado-Delgado et al., 2022). A exemplo, as PGRPs podem
ser secretadas extracelularmente e atuar como moléculas ativadoras tanto da via IMD quanto
da via Toll em Drosophila, onde os genes que codificam para essas proteinas foram
diferencialmente expressos em infecg¢des virais (Tsai et al., 2008; Li et al., 2022). Nesta mesma
espécie de artropode, foi demonstrado um aumento na expressao de peptideos antimicrobianos
quando a expressao de ambos os receptores foi estimulada em niveis controlados (Tanji et al.,

2007).

No presente estudo, o receptor Toll, o PGRP e o fator Dorsal foram regulados
positivamente de forma significativa no intestino de R. microplus infectado por 7. equi. Com
isso, o sinergismo entre as vias Toll e IMD pode ter ocasionado o aumento na expressao de

microplusina neste tecido, corroborando estudos anteriores que sugerem o envolvimento de
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diferentes vias na regulagdo da expressao destes peptideos antimicrobianos (Capelli-Peixoto et

al., 2017).

Contudo, em contraposi¢do ao que foi observado no intestino, o gene PGRP ndo foi
diferencialmente expresso de forma significativa na glandula salivar de R. microplus infectado
por T. equi, enquanto o fator Relish foi 3 vezes mais expresso no grupo infectado (p = 0,003).
Uma vez que diferentes moléculas podem desencadear a transdugdo do sinal na via IMD
(McClure et al., 2018; O’neal et al., 2023), os resultados obtidos neste estudo indicam que esta
via pode ser ativada em resposta a infeccao por 7. equi de formas distintas a depender do tecido
analisado. Contudo, semelhante ao que foi observado no intestino, o gene microplusina foi 22
vezes regulado positivamente no grupo infectado quando comparado ao controle. Em
Amblyomma aureolatum, a microplusina foi descrita como um importante elemento protetor

contra a infecgdo por R. rickettsii na glandula salivar do carrapato (Martins et al., 2019).

Dessa forma, considerando que o gene microplusina foi intensamente expresso de forma
diferencial tanto no intestino quanto na glandula salivar de R. microplus em resposta a infec¢ao
por 7. equi, este resultado sugere que a microplusina também constitui uma molécula efetora
relevante na protecdo do carrapato nesta interface patdogeno-vetor. Contudo, investigagdes
futuras relacionando o silenciamento deste gene com os niveis de infec¢do pelo protozoario

devem ser realizadas para corroborar esta hipdtese.

No estagio de larva, o gene PGRP foi 4 vezes regulado negativamente no grupo
infectado, enquanto o fator Relish e 0 AMP microplusina nao foram diferencialmente expressos
de forma significativa. O fato da regulacdo negativa do PGRP neste caso ter sido significativa
sugere que esta molécula pode ter um papel relevante na persisténcia da infecgdo de R.
microplus por T. equi neste estdgio evolutivo ou, ainda, que este estagio ndo possui competéncia
imunoldgica para responder a infecgdo; todavia, estudos adicionais necessitam ser conduzidos

para melhor investigagdo do papel das PGRPs em larvas de R. microplus.
4.3 Via JAK/STAT

A via JAK/STAT, assim como a via Toll, possui a grande maioria dos seus componentes
centrais conservados entre os artropodes, inclusive carrapatos, sendo ativada e responsiva a
infecgdes por diferentes patogenos (Giulia-Nuss et al., 2016; Rosa et al., 2016; Fogaca et al.,
2021). Em ninfas de Ixodes scapularis, foi observado que o silenciamento do transdutor de sinal

e ativador de transcricdo STAT resultou em um aumento na carga bacteriana de Anaplasma
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phagocytophilum no intestino e na glandula salivar deste carrapato, sugerindo que tal via esta
envolvida no controle da infecg¢ao pela bactéria (Liu et al., 2012). Um outro estudo envolvendo
Ixodes scapularis demonstrou que a ativacao da via JAK/STAT culmina com a produ¢do da
glicoproteina peritrofina-1, a qual faz parte da composi¢ao da matriz peritrofica no intestino do
carrapato e facilita a colonizacdo da mucosa intestinal pela bactéria Borrelia burgdorferi

(Narasimhan et al., 2014).

Ja em Rhipicephalus microplus infectado por Anaplasma marginale, a deficiéncia do
fator STAT resultou em uma diminui¢do na expressao do AMP ixodidina na glandula salivar do
carrapato, sugerindo que a via JAK/STAT esta envolvida na regulacdo da sintese deste peptideo
(Capelli-Peixoto et al., 2017). De forma semelhante, foi observado no presente estudo uma
supressao significativa do gene STAT no intestino de R. microplus, sendo 15 vezes menos
expresso no grupo infectado. Além disso, o gene JAK e o gene ixodidina nao foram expressos
diferencialmente de forma significativa. Este resultado sugere que 7. equi modula
negativamente a via JAK/STAT no intestino de R. microplus a fim de resistir a resposta

imunoldgica e favorecer a colonizacdo do epitélio intestinal.

Na glandula salivar de R. microplus, por sua vez, a expressao diferencial de JAK e STAT
obtida neste estudo ndo se mostrou significativa estatisticamente. Porém, o gene ixodidina foi
5 vezes mais expresso no grupo infectado por 7. equi quando comparado ao grupo nao infectado
(p = 0,0002). Este resultado reforca a hipdtese de Capelli-Peixoto et al. (2017), onde a
expressao deste peptideo antimicrobiano estd diretamente relacionada a transducdo do sinal
através da via JAK/STAT uma vez que, no intestino, a supressao significativa de STAT resultou

em uma expressao diferencial ndo significativa do gene ixodidina.

No estagio de ninfa, contudo, o gene JAK foi diferencialmente expresso de forma
significativa, sendo 5 vezes menos expresso em R. microplus infectado por 7. equi, indicando
que o protozoario inibe a ativacao e transdugdo do sinal da via JAK/STAT no estagio de ninfa.
Contudo, andlises adicionais envolvendo os diferentes componentes desta via necessitam ser
conduzidos para investigar o papel desta via em ninfas de R. microplus. Além disso, nenhum
dos genes pertencentes a via JAK/STAT foram diferencialmente expressos de forma
significativa no estagio de larva, indicando que a infec¢do por 7. equi nao induz a ativagao desta

via nas categorias analisadas.
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5 CONCLUSOES

A via Toll ¢ ativada e responde a infec¢@o por Theileria equi no intestino e na glandula

salivar de Rhipicephalus microplus.

A regulacdo positiva do gene PGRP no intestino de R. microplus infectado por 7. equi
indica que determinadas isoformas desta proteina em R. microplus podem estar envolvidas no

reconhecimento de PAMPs presentes na superficie celular do protozoario.

As PGRPs podem atuar de forma sinérgica ao receptor Toll e intensificar a expressdo
do gene microplusina no intestino de R. microplus. Na glandula salivar, a expressao diferencial
do fator de transcri¢do Relish em contraponto a ndo modulacdo significativa do gene PGRP
sugere que diferentes mecanismos estdo envolvidos na ativacdo desta via e que pode haver

integracao entre as diferentes vias de sinalizacao.

A via JAK/STAT ¢ modulada negativamente no intestino de R. microplus em resposta
a infeccdo por 7. equi, enquanto o AMP ixodidina nao foi diferencialmente expresso no tecido
em questdo. Na glandula salivar, por sua vez, onde ndo houve modulagdo significativa da via,
o gene ixodidina foi significativamente mais expresso no grupo infectado, sugerindo que a via

JAK/STAT regula a expressdao deste AMP nesta interface patogeno-vetor.

O peptideo antimicrobiano microplusina parece exercer um papel central na resposta
imunologica do intestino e da glandula salivar de R. microplus frente a infec¢do por 7. equi,
uma vez que o gene codificante para tal AMP foi intensamente mais expresso no grupo

infectado quando comparado ao controle em ambos os tecidos.

A infecgdo por 7. equi ndo induz uma modulagao geral significativa das principais vias
de sinalizagdo imunologica nos estagios iniciais de desenvolvimento do carrapato, indicando

que este tecido pode ndo ter relevancia nesta interface patogeno-vetor.

A infeccao por 7. equi induz um padrao de resposta imunologica através da transducdo
do sinal das diferentes vias de sinalizagdo de forma tecido-especifica em fémeas ingurgitadas

de R. microplus.
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6 CONCLUSOES GERAIS

Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir que a resposta pro-oxidativa
frente a infecc¢do por Theileria equi através dos genes analisados ocorre apenas no intestino e
na glandula salivar de Rhipicephalus microplus, onde as enzimas dual-oxidases parecem
desempenhar um papel significativo em ambos os tecidos. Além disso, a infec¢do por 7. equi
induz também uma resposta antioxidante nestes tecidos a fim de balancear a resposta oxidativa,
onde a catalase parece corresponder a principal enzima envolvida no controle do estresse gerado
pelas ERO no intestino e na glandula salivar das fémeas ingurgitadas de R. microplus. Na
glandula salivar, por sua vez, a regulacdo negativa do gene que codifica para a enzima
glutationa-s-transferase grupo infectado sugere que tal enzima pode ter papel fundamental na
resposta antioxidante neste tecido, indicando um favorecimento da resposta pro-oxidativa a fim

de controlar a infeccao por 7. equi.

Ja em relacdo as vias de sinalizagao imunoldgicas, a infec¢ao por 7. equi foi capaz de
induzir ativagdo da via Toll no intestino e na glandula salivar de R. microplus, culminando com
um aumento na expressao de genes que codificam para os peptideos antimicrobianos como
microplusina e defensina. Além disso, a microplusina parece exercer um papel central na
resposta imunolédgica do intestino e da glandula salivar de R. microplus frente a infeccao por 7.
equi. uma vez que o gene codificante para tal enzima foi intensamente mais expresso no grupo

infectado em ambos os tecidos.

Considerando a via IMD, o receptor desta via (PGRP) parece atuar de forma sinérgica
ao receptor Toll e intensificar a expressdo do gene microplusina no intestino de R. microplus.
Na glandula salivar, por sua vez, a regulacdo positiva do fator de transcricdo Relish em
contraponto a nao modulacao significativa do gene PGRP sugere que diferentes mecanismos

podem estar envolvidos na ativagdo da via IMD em R. microplus.

Além disso, a infec¢do por 7. equi resultou na modulagdo negativa da via JAK/STAT
no intestino de R. microplus, enquanto o gene que codifica para o peptideo antimicrobiano
ixodidina nao foi diferencialmente expresso no tecido em questdo. Na glandula salivar, por sua
vez, onde ndo houve modulagdo significativa da via, o gene ixodidina foi mais expresso no
grupo infectado, sugerindo que a via JAK/STAT regula a expressao deste AMP nesta interface

patogeno-vetor.
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Nos estagios iniciais de desenvolvimento de R. microplus, a infecgdo por 7. equi parece
ndo induzir significativamente uma expressao diferencial de genes envolvidos na resposta

oxidativa e imunologica do carrapato.

Sendo assim, pode-se concluir que as fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus
respondem a infec¢do por 7. equi através de mecanismos imunologicos tecido-especificos.
Neste sentido, diferentes moléculas envolvidas no metabolismo redox e nas principais vias de
sinalizagdo imunologicas demonstraram exercer um relevante papel na resposta de R. microplus
a infeccdo por 7. equi, as quais apresentam potencial para serem utilizadas como alvo em
investigacdes futuras no intuito de desenvolver ferramentas que visam bloquear a transmissao

do parasito pelo carrapato em rebanhos equideos.
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8 ANEXOS

Anexo I - Expressao diferencial relativa dos genes envolvidos no metabolismo redox de
Rhipicephalus microplus no estagio de larva em resposta a infec¢@o por Theileria equi.

Intervalo de

Gene Nivel de Expressao p-valor
confianca 95% (1C)
CuZnSOD -2,20 0,1098 -0,2053 - 1,809
DUOX-1 -2,06 0,1187 0,26 1,53
DUOX-2 2,11 0,496 0,002 - 1,81
EROI -5,62 0,0008 1,57-3,24
cAT 1,18 0,2598 -0,60 - - 2,08
GPX 1,02 0.4602 -0,84 - 1,77
GST-1 2,35 0,03 -2,08 —-0,08
PHGPX 1,39 0,8538 -0,81-2,11
PRX -1,91 0,0126 0,40 — 2,80
TRX -1,41 0,5269 -0,31-2,32
TRXR -2,16 0,2825 -2,40 - 0,66
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Anexo II - Expressao diferencial relativa dos genes envolvidos no metabolismo redox de
Rhipicephalus microplus no estagio de ninfa em resposta a infec¢ao por Theileria equi.

Intervalo de

Gene Nivel de Expressao p-valor confianga 95% (IC)
CuzZnSOD 1,17 0,44 -1,157 - 2,519
DUOX-1 -1,64 0,1195 -0,1337 - 1,045
DUOX-2 1,29 0,7663 -3,058 - 0,6113

EROI -2,07 0,6739 -1,191 - 1,788

CAT 1,79 0,3414 -0,5080 - 1,371

GPX 1,62 0,4930 -2,505 - 0,7634

GST-1 1,50 0,3895 -3,002 - 1,849

PHGPX -5,32 <0,0001 1,674 - 3,025
PRX 1,45 0,5705 -0,7518 - 1,311
TRX 1,22 0,3951 -0,4787 - 1,142
TRXR 1,31 0,7256 -0,5323 - 1,238
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Anexo III - Expressao diferencial relativa dos genes envolvidos no metabolismo redox do
intestino de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus em resposta a infec¢do por

Theileria equi.

Intervalo de

Gene Nivel de Expressao p-valor
confianca 95% (1C)

CuZnSOD 9,72 <0,0001 -3,68 - -2,50
DUOX-1 3,14 0,004 -1,96 - -0,44
DUOX-2 6,47 0,0002 -3,25--1,31
EROI 7,89 <0,0001 -3,77 - -2,13
cAT 35,46 <0,0001 -3,77--2,13
GPX -7,87 <0,0001 2,97 -6,51
GST-1 -7,08 0,0019 2,31-3,13
PHGPX -7,50 0,0003 1,25 --3,34
PRX -3,06 0,104 0,90 -2,20
TRX -1,58 0,5737 -0,78 — 2,011
TRXR -2,47 0,3343 -2,94-0.91
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Anexo IV - Expressao diferencial relativa dos genes envolvidos no metabolismo redox da
glandula salivar de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus microplus em resposta a infec¢ao por
Theileria equi.

Gene Nivel de Expressiao p-valor Intervalo de

confianca 95% (1C)

CuZnSOD 2,51 0,1882 -2,22-0,47
DUOX-1 6,54 <0,0001 -3,28—--1,41
DUOX-2 3,62 0,0368 -3,18--0,12
EROI 2,34 0,5374 -1,60 - 0,87
CAT 5,24 <0,0001 -2,97--1,48
GPX 1,32 0,7754 -1,48 - 1,13
GST-1 -18,36 <0,0001 1,74 -5,53
PHGPX 2,20 0,0766 -1,78-0,10
PRX 2,17 0,252 -1,69 - 0,48
TRX 1,09 0,655 -0,79 - 1,22
TRXR -3,55 0,003 -2,37--0,57
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Anexo V. Expressdo diferencial de genes de vias imunologicas em larvas inteiras de
Rhipicephalus microplus em resposta a infecgao por Theileria equi.

Intervalo de

Gene Nivel de Expressao p-valor
confianca 95% (IC)

Receptor Toll -2,16 0,0856 -0,1268 - 1,715
Dorsal -2,47 0,0695 -0,13-3,05
PGRP -4,51 0,0004 1,235 - 3,371

Relish -2,46 0,08 -0,5968 - 3,256
JAK -2,06 0,1605 -2,23-0,16

STAT -1,79 0,1485 -0,4692 - 2,801
Microplusina 1,28 0,5533 -1,70 - 0,95
Defensina 1,08 0,54 -0,79 - 1,45
Ixodidina -2,29 0,1355 0,60 — 3,99
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Anexo VI - Expressao diferencial de genes de vias imunologicas em ninfas inteiras de

Rhipicephalus microplus em resposta a infecgao por Theileria equi.

Intervalo de

Gene Nivel de Expressao p-valor
confianca 95% (IC)

Receptor Toll 1,39 0,7747 -0,4787 - 1,142
Dorsal -1,39 0,2611 -0,6979 - 2,377
PGRP 1,16 0,9932 -2,147--1,03
Relish -1,70 0,075 -0,4787 - 1,142

JAK -4,55 0,0004 1,11 - 3,023
STAT 1,01 0,3439 -0,4787 - 1,142

Microplusina 1,20 0,2345 -1,45-2,789
Defensina 1,49 0,4512 -1,151 - 2,453
Ixodidina 1,46 0,8797 -1,284 -1,112
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Anexo VII - Expressdo diferencial de genes de vias imunoldgicas no intestino de fémeas
ingurgitadas de Rhipicephalus microplus em resposta a infeccao por Theileria equi.

Intervalo de

Gene Nivel de Expressao p-valor
confianca 95% (IC)

Receptor Toll 9,76 <0,0001 -3,82--1,93
Dorsal 3,61 <0,0001 -3,28 —-1,41
PGRP 3,24 <0,0001 -2,147--1,03
Relish 1,36 0,7887 -2,72-1,99
JAK 2,87 0,0843 -2,23-0,16

STAT -15,53 0,0006 2,33 -5,59
Microplusina 79.41 <0,0001 -7,68 —-4.95
Defensina 422 0,0002 -2,76 --1,13
Ixodidina 2,62 0,1304 -2,37-0,10
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Anexo VIII - Expressao diferencial de genes de vias imunoldgicas na glandula salivar das
fémeas ingurgitadas de R. microplusRhipicephalus microplus em resposta a infec¢ao por
Theileria equi.

Gene Nivel de Expressao p-valor Intervalo de

confianca 95% (IC)

Receptor Toll 4,02 0,0002 -2,46 --1,0
Dorsal 3,15 0,0399 -2,34 - -0,06
PGRP 1,50 0,6289 -1,57-0,98
Relish 3,22 0,003 -2,26 - - 0,54

JAK 2,34 0,0885 -1,98-0,15
STAT -1,87 0,2905 -0,58 - 1,80
Microplusina 22,25 0,0002 -5,02 --3,24
Defensina 4,45 0,009 -2,69 - -0.45
Ixodidina 5,05 0,0002 -292--1,14
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