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RESUMO

REZENDE, Sabrina R. F. Identificacdo e Expressao Diferencial de Receptores Toll-Like
em Rhipicephalus (Boophilus) microplus. 2013. 110p. Tese (Doutorado em Ciéncias
Veterinarias, Parasitologia Veterinaria). Instituto de Veterindria, Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ. 2013.

Os receptores Toll-/ike (TLR) sdo proteinas transmembranares altamente conservadas que
desempenham papel importante no reconhecimento de patogenos. Este estudo visa identificar
a possivel presenga e expressao diferencial de receptores Toll-/ike em tecidos e células
importantes para a resposta imune inata do carrapato R. (B.) microplus. Para tal, identificamos
genes de R. (B.) microplus que codificam homodlogos de receptores Toll, denominados
RmToll-/ike € RmToll8-/ike. Detectamos a presenca desses receptores nos principais 6rgaos
envolvidos na resposta imune, corpo gorduroso, hemocitos, glandula salivar e célula
digestiva. A expressao génica dos receptores Toll-/like, avaliada por qPCR, mostrou
modulagdo nos diferentes tecidos analisados, € confirmamos a expressao desses receptores
pelas técnicas de Western Blot e microscopia confocal. Como o corpo gorduroso representa
um importante 6rgao de defesa imune e apresentou uma maior modulagdo dos receptores
estudados nos optamos por investigar mais profundamente esses receptores neste tecido. No
corpo gorduroso, esses receptores foram encontrados especificamente nos trofdcitos
arredondados, em suas membranas celulares e vesiculas intracelulares. A expressdo génica
dos receptores Toll-like foi avaliada por qPCR 6, 24 e 48 horas apos os desafios com o fungo
entomopatogenico Beauveria bassiana. A transcricdo de RmToll-/ike foi modulada
positivamente 48 horas apds o desafio com B. bassiana, mas nao observamos modulacao do
gene RmToll8-/ike nos diferentes tratamentos e em fun¢do dos tempos de exposi¢ao ao fungo.
Entretanto, ao avaliarmos a expressao das proteinas desses receptores dos carrapatos
desafiados com o fungo, ndo observamos diferenca entre os tratamentos € nos tempos
analisados. Quando investigamos uma cepa menos virulenta do fungo observamos que
RmToll-/ike foi modulada positivamente nos tempos de 24h e 48h, sendo esta modulagdo
menor quando comparada com a modulagdo pela cepa mais virulenta. Em relagdo ao
RmToll8-/ike ndao observamos diferenca entre os tratamentos e nos tempos analisados. A
expressao dos genes de peptideos antimicrobianos também foi modulada pelo desafio com
fungo, contudo indicando uma possivel imunosupressiao, mas investigacdes futuras com
novos tempos de desafio devem ser consideradas. Avaliando o efeitos de uma molécula
padrao de superficie de patdégenos, o zimosan, observamos um aumento significativo na
expressao do RmToll-like, mas nao em relacdo ao RmToll8-/ike. Avaliamos a expressao das
proteinas dos receptores em carrapatos desafiados com zimosan, ndo observamos diferencga
entre os tratamentos e nos tempos analisados. O presente trabalho mostra pela primeira vez a
presenca de receptores Toll-like em carrapatos, e relata a expressao diferencial entre
diferentes tecidos engajados na resposta imune inata e modulag¢ao por desafios imunologicos
neste artropode.

Palavras-Chave: Receptores Toll-Like, imunidade inata, Rhipicephalus (Boophilus)
microplus, Beauveria bassiana.



ABSTRACT

REZENDE, Sabrina R. F. Identification and Differential Expression of Toll-Like
Receptors in Rhipicephalus (Boophilus) microplus. 2013. 110p. Thesis (Doctor Science in
Veterinary Science, Veterinary Parasitology). Instituto de Veterinaria, Departamento de
Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2013.

Toll-like receptors (TLR) are highly conserved transmembrane proteins that play important
roles in pathogen recognition. This study aims to identify the presence and differential
expression of Toll-like receptors in tissues and cells that are important to the innate immune
response of the tick R. (B.) microplus. For this, we identified genes of R. (B.) microplus
encoding Toll receptors homologues, which we called RmToll-like and RmToll8-like. We
detected the presence of these receptors in organs involved in immune response, such as fat
body, hemocytes, salivary glands and digestive cells. Gene expression of Toll-like receptors
was evaluated by qPCR and differential expression in the different tissues analyzed. We
confirmed the expression of these receptors by western blot and confocal microscopy. Fat
body had the greatest modulation of receptors studied, we have chosen to further investigate
these receptors in this tissue. In fat body, these receptors were found specifically in round-
shaped trophocytes cell membranes and intracellular vesicles. Gene expression of Toll-like
receptors was assessed by qPCR 6, 24 and 48 hours after the challenges with the
entomopathogenic fungi Beauveria bassiana. Transcription of RmToll-like was positively
modulated 48 hours after challenge with B. bassiana, but we did not observe modulation of
gene RmToll8-like in the various treatments depending on the time of exposure to the fungi.
However, when we evaluated the protein expression of these receptors in ticks challenged
with the fungi, no significant difference between treatments and the times analyzed was
observed. When we investigated a less virulent strain of fungi we observed that RmToll-like
expression was positively modulated after 24h and 48h of infection, this modulation being
smaller when compared with those from the more virulent strain. Regarding RmToll8-like we
not observed differences between treatments and the times analyzed. The gene expression of
antimicrobial peptides was also modulated by the challenge with the fungi, though indicating
a possible immunosuppression, but further investigations with new times of challenge should
be considered. Evaluating the effects of a pathogen-associated molecular patterns, zymosan,
we observed a significant increase in expression of RmToll-like, but not for RmToll8-like.
We also evaluated the expression of the corresponding proteins in ticks challenged with
zymosan, but no significant difference between treatments and the times analyzed was
observed. This study shows for the first time the presence of Toll-like receptors in ticks, and
reports the differential expression between different tissues engaged in the innate immune
response modulation and immune challenges in this arthropod.

Keywords: Toll-Like Receptors, innate immunity, Rhipicephalus (Boophilus) microplus,
Beauveria bassiana.
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dos carrapatos do bovino. RNA obtido de 4 carrapatos/pool em trés experimentos
independentes, andlise da expresdo por ¢-PCR. [B- actina foi utilizada como
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Figura 15. Mortalidade de fémeas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus apds o
tratamento com Beauveria bassiana. (m) Nao injetado; (e) PBS; (A) Beauveria
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com controles foram feitos usando o teste de analise Kruskal-Wallis, seguido pelo teste
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Figura 16. Expressao dos genes RmToll-/ike (a) e RmToll8-like (b) por gPCR em corpo
gorduroso, hemocitos e célula digestiva de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus
(Boophilus) microplus 6 horas apds o tratamento com suspensao de Beauveria bassiana
986 na concentracio de 10° conidios.mL". Foram dissecados 15 carrapatos/pool para
hemocito e 4 carrapatos/pool para célula digestiva e corpo gorduroso. B- actina foi
utilizada como normalizador. Os dados sdo mostrados como media + erro padrdo. *
p <0,05; ** p<0,01; one-way ANOVA; teste de Tukey. N=3........ccccevviiririeeeiieeereenne,

Figura 17. Aumento da expressio de RmToll-/ike em fémeas ingurgitadas de
Rhipicephalus (Boophilus) microplus 48 horas apos o desafio com Beauveria bassiana.
Expressao dos genes RmToll-like (a) e RmToll8-/ike (b) por qPCR em corpo gorduroso
de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus 6, 24 e 48 horas apos o
tratamento com PBS, suspensdo na concentracdo 10° conidios.mL” de Beauveria
bassiana 986 inativada pelo calor e B. bassiana 986. Foram dissecados 4
carrapatos/pool em trés experimentos independentes. - actina foi utilizada como
normalizador. Os dados sao mostrados + erro padrao.*** p <0,001; one-way ANOVA;
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Figura 18. (a) Western Blot em corpo gorduroso de fémeas ingurgitadas de
Rhipicephalus (Boophilus) microplus 6 e 48 horas apos o tratamento: ndo injetado (NI),
PBS, suspensdo na concentracio 10° conidios.mL™ de Beauveria bassiana inativada
(BbI) pelo calor e Beauveria bassiana (Bb). 40 ng de proteina foram separados por 10%
SDS-PAGE e eletrotransferidas para membrana de PVDF (Biorad). Membranas foram
incubadas com anticorpo primario policlonal, feito em coelho, anti-Toll (d-300) (Santa
Cruz), 1:500, por uma noite a 4 °C. Em seguida incubadas com anticorpo secundario,
anti-coelho conjugado a peroxidase, 1:2.000. Apds a lavagem, as membranas foram
incubadas com o substrato chemoluminescent (Pierce) durante 4 min a temperatura
ambiente, e, em seguida, exposto a filme Bio Max light-1 (Kodak). (b) Os niveis de
proteina Toll foram determinadas por analise densitométrica em computador utilizando
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a fun¢do histograma de Photoshop e normalizados contra tubulina. Os resultados sdo
expressos como média + erro padrao. Comparagdes com controles foram feitos usando
a analise estatistica one-way ANOVA, teste de Tukey. * p <0,05......ccceeviieviieeiieencnnnns

Figura 19. Imunomarcagdo de proteinas Toll-Like em corpo gorduroso de
Rhipicephalus (Boophilus) microplus 6 h ap6s os tratamentos: (A) ndo injetado, (B)
inoculado com PBS, (C) inoculado com suspensao 10° conidios.mL™ de Beauveria
bassiana inativada e (D) inoculado com suspensao 10° conidios.mL™" de Beauveria
bassiana. Incubado com o anticorpo policlonal primario coelho anti-Toll (d-300, Santa
Cruz) 1:100 (Toll). Como controle foi utilizado anticorpo policlonal priméario
camundongo anti-p-Tyrosina (Cell Signaling) 1:400 (p-Tyr) e para marcagdao do nucleo
DAPI, 1:500 (Dapi). Anticorpo secundario marcado fluorescentemente (Molecular
Probes): Alexa Fluor 488 cabra anti-coelho e Alexa Fluor 647 burro anti-camundongo,
1:400. Merge - sobreposi¢do das imagens. Imagens fotografadas usando microscopio
confocal Leica SP5. Barra de escala: A-20pum, B-C-40pm........c.ccoovvveeiiienciieenieeciee e,

Figura 20. Imunomarcagdo de proteinas Toll-Like em corpo gorduroso de
Rhipicephalus (Boophilus) microplus 48 h ap6s os tratamentos: (A) nao injetado, (B)
inoculado com PBS, (C) inoculado com suspensao 10° conidios.mL™ de Beauveria
bassiana inativada e (D) inoculado com suspensao 10° conidios.mL™ de Beauveria
bassiana. Incubado com o anticorpo policlonal primario coelho anti-Toll (d-300, Santa
Cruz) 1:100 (Toll). Como controle foi utilizado anticorpo policlonal priméario
camundongo anti-p-Tyrosina (Cell Signaling) 1:400 (p-Tyr) e para marcagdao do nucleo
DAPI, 1:500 (Dapi). Anticorpo secundario marcado fluorescentemente (Molecular
Probes): Alexa Fluor 488 cabra anti-coelho e Alexa Fluor 647 burro anti-camundongo,
1:400. Merge - sobreposi¢do das imagens. Imagens fotografadas usando microscopio
confocal Leica SP5. Barra de escala: A-B-C 20M..........ccceoevviieiiieeniieeciee e

Figura 21. Expressdao de peptideos antimicrobianos em corpo gorduroso de fémeas
ingurgitadas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus 6, 24 ¢ 48 horas ap6s o tratamento
com PBS, suspensio na concentracdo 10° conidios.mL” de Beauveria bassiana
inativada pelo calor e Beauveria bassiana. (a) Ixodidina, (b) Drosomicina-like, (c)
Defensina e (d) Microplusina. Foram dissecados 4 carrapatos/pool em trés experimentos
independentes e as amostras andlisadas por qPCR. B- actina foi utilizada como
normalizador. Os dados mostrados sao média + erro padrdo.* p <0.05; one-way
ANOVA; tEStE de TUKEY....eeeiiiiieiiie ettt et e s e e s e e eneeeenns

Figura 22. Fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus desafiadas
com Beauveria bassiana 22. Expressdao dos genes RmToll-/ike (a) e RmToll8-like (b)
por qPCR em corpo gorduroso de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus (Boophilus)
microplus 24 e 48 horas apos o tratamento com PBS, suspensdo na concentracao 10°
conidios.mL™" de Beauveria bassiana 22 inativada pelo calor e Beauveria bassiana 22.
Foram dissecados 4 carrapatos/pool em. B- actina foi utilizada como normalizador. Os
dados sao mostrados + erro padrao. * p <0,05; ** p< 0,01; *** p <0,001; one-way
ANOVA; tESte de TUKEY....eeeiiiiieiiieeiieece ettt et e st e e saee e saae e

Figura 23. Efeito de diferentes tratamentos na sobrevivencia de Rhipicephalus
(Boophilus) microplus: (@) Nao injetado; (m) PBS; (A) picado; (V') Zimosan 5ug; (¢)
Zimosan 25ug; (@) Zimosan 50pg. Foram usado 15 carrapatos por tratamento,
observados durante 25 dias. Comparagdes com controles foram feitos usando o teste de
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analise Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn. *** p <0,001.........cccceevveviieernnens

Figura 24. Aumento da expressio de RmToll-/ike em fémeas ingurgitadas de
Rhipicephalus (Boophilus) microplus 6 horas apds o desafio com zimosan. Expressao
dos genes RmToll-/ike (a) e RmToll8-/ike (b) por gPCR em corpo gorduroso de fémeas
ingurgitadas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus 3, 6 e 24 horas ap6s o tratamento
nao injetado, PBS e Zimosan 5 pg. Foram dissecados 4 carrapatos/pool. - actina foi
utilizada como NOTMAlIZAOT. ......ocuiiiiiiiiiiii e

Figura 25. (a) Western blot em corpo gorduroso de Rhipicephalus (Boophilus)
microplus 6, 24 e 48 horas apos o tratamento: ndo injetado (1), PBS (2) e Zimosan 5 ug
(3). 40 pg de proteina foram separados por 10% SDS-PAGE e eletrotransferidas para
membrana de PVDF (Biorad). As membranas foram incubadas anticorpo primario
policlonal, feito em coelho, anti-Toll (d-300) (Santa Cruz) na dilui¢ao 1:500, por uma
noite a 4 °C. Em seguida incubadas com anticorpo secundario, anti-coelho conjugado a
peroxidase na dilui¢ao 1:2.000. Apos a lavagem, as membranas foram incubadas com o
substrato chemoluminescent (Pierce) durante 4 minutos a temperatura ambiente, e, em
seguida, exposto a filme Bio Max light-1 (Kodak). (b) Os niveis de proteina Toll foram
determinadas por analise densitométrica em computados utilizando a funcao histograma
de Photoshop e normalizados contra tubulina. Os resultados sdo expressos como média
+ erro padrao. Comparagdes com controles foram feitos usando one-way ANOVA; teste
de TUKEY, P < 0.05. . ettt ettt e et e e st e e e b e e e ebeeenaeeennaeeenees

48



LISTA DE ABREVIACOES, SIGLAS E SIMBOLOS

% - porcentagem

°C - graus Celsius

+ - mais ou menos

> - maior ou igual

B.O.D. - estufa tipo Demanda Bioldgica de Oxigénio

Bb - Beauveria bassiana

Bbi - Beauveria bassiana inativada

BDA - Batata, Dextrose e Agar

BRP - proteinas responsivas a bactérias (Bacteria responsive proteins)
BSA - albumina de soro bovino

BYC - Pr6 catepsina de ovos de Boophilus (Boophilus yolk pro-cathepsin,)
cDNA - Acido desoxirribonucléico complementar

CLIPs - Serino proteases com dominios clip

CTLs - lectinas do tipo C (C-type lectins)

Da - Daltons

DAPI - 4',6-diamidino-2-fenilindol

Dif - Fator imune homologo a dorsal (Dorsal immune factor)

DNA - Acido desoxirribonucléico

DTT - Dithiothreitol

ERO - espécies reativas de oxigénio

EST - sequéncias expressas marcadas (expressed sequences tag)

FBN - proteinas com dominio do tipo fibrinogénio

FREPs - Proteinas do tipo fibrinogénio (Fibrinogen-related proteins)
FT - fatores de transcricao

g - gramas

GNBP - proteinas que se ligam a bactéria gram-negativa (Gram-negative bacterial-binding
proteins)

h - hora

IkB: Inibidor do NF-kB

IMD - deficiéncia imunologica (Immune Deficiency)

INCT-EM - Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia — Entomologia Molecular

JAK - Janus quinase



JAK-STAT - Janus Kinase-Signal Transducer and Activator of Transcription
kDa - kilodaltons

kV - kilovolts

LPS - lipopolissacarideos

LRR - proteinas contendo dominios ricos em leucina (Leucine rich-repeat)

M - molar

mA - miliamper

mg - miligrama

min - minuto

mL - mililitro

mm - milimetro

mM - milimolar

NF-kB - Fator nuclear kappa 5 (Nuclear factor kappa B)

NI - Nao injetado

PAM - peptideos antimicrobianos

PAMP - padrdes moleculares associados a patogenos (Pathogens associated molecular
patterns)

PBS - solugdo salina tamponada

PBT - solugdo salina tamponada contendo Tween

PGN - peptidoglicanos

PGRP - proteinas que reconhecem peptidoglicanos (Peptidoglycan recognition proteins)
PGRPLC - proteina reconhecedora de peptidioglicana de cadeia longa (Peptidoglycan
recognition protein long chain)

pH - potencial hidrogenidnico

PMSF - Fluoreto de fenilmetilsufonil

PRR - receptores de reconhecimento de padrdes (Pattern recognition receptors)
gPCR - Reacgdo em Cadeia da Polimerase Quantitativa

RNA - Acido ribonucléico (Ribonucleic acid)

RNAm - Acido ribonucléico mensageiro

RT-PCR - Reacao em Cadeia da Polimerase-Trancriptase Reversa

s - segundo

SDS - sodium dodecyl sulfate

SDS-PAGE - sodium dodecyl sulfate - polyacrylamide gels electrophoresis



STAT - Transdutor de sinal e ativador de transcricao (Signal Transducers and Activators of
Transcription)

TEP - Proteina rica em thio-ester (Thioester-containing protein)

TIR - receptor Toll/Interleucina 1 (Toll/interleukin-1 receptor)

TLR - receptores do tipo Toll (Toll-Like Receptor)

trC - trofdcito ctbico

Tris - Trishydroxymethylaminomethane

trR - trofdcito arredondado

UR - umidade relativa

V - volts

VTDCE - cisteino endopeptidases envolvidas na degradagao de vitelina (Vitellin-degrading
cysteine endopeptidase)

W - watts

ug - micrograma

pL - microlitro
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1. INTRODUCAO

O carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1887) (Acari: Ixodida)
(MURRELL; BARKER, 2003), ¢ um importante ectoparasito de bovinos. Porem, estes
também pode ser encontrado parasitando outros mamiferos, utilizando-os como hospedeiros
alternativos, mas sem completar seu ciclo de vida (GONZALES, 1974; PEREIRA, 1980).
Encontra-se amplamente distribuido nas regides de climas tropical e subtropical.

No Brasil, estima-se que 80% do rebanho bovino encontra-se infestado pelo R. (B.)
microplus o que leva a um prejuizo de cerca de dois bilhdes de dolares anuais, devido a
diminui¢do do ganho de peso, queda na produgdo de leite, carne e couro e transmissao de
agentes patogénicos causadores da babesiose e anaplasmose, que podem acarretar a morte,
além dos elevados custos com o controle e contratacdo de mao-de-obra associada (GRISI et
al., 2002).

Além do impacto econdmico, o uso continuo de acaricidas quimicos para o controle
do carrapato tem muitos efeitos colaterais negativos, incluindo a sele¢ao de populagdes de
carrapatos resistentes a produtos quimicos, bem como contaminagdo de alimentos e de
ambiente. Por estas razdes, os métodos alternativos e sustentaveis para o controle do
carrapato, incluindo ferramentas bioldgicas (BITTENCOURT et al., 1996; FERNANDES et
al, 2011) e selecao de possiveis alvos para testes de vacinas (SEIXAS et al, 2012) tem sido
investigados.

Quando agentes patogé€nicos conseguem transpor as barreiras iniciais e atingir o
interior do corpo dos invertebrados uma série de reagdes ¢ iniciada no organismo. Estas
reacOes constituem a resposta imune e podem ser classificadas em celulares e humorais
(GILLESPIE et al., 1997, OMOTO; ALVES, 1998; LAVINE; STRAND, 2002;
LEVASHINA, 2004).

A imunidade celular ¢ executada pelos hemocitos e compreende fagocitose,
nodulagdo e encapsulamento (IWANAGA; LEE, 2005; MARMARAS; LAMPROPOULOU,
2009). Moléculas efetoras da resposta imune inata como as espécies reativas de oxigénio
(RYU et al, 2006; HA et al, 2005a, OLIVEIRA et al, 2011) e peptideos antimicrobianos sao
produzidas e liberadas apds ativacdo de vias de transcri¢ao de sinal como Toll, Immune
Deficiency (IMD) e Janus Kinase-Signal Transducer and Activator of Transcription (JAK-
STAT).

A primeira identificacdo de receptor Toll como um ativador da resposta imune em
uma linhagem de células de Drosophila foi publicada em 1995 (ROSETTO et al., 1995). Em
1997 foi identificado e caracterizado um homologo da proteina Toll em humanos, sendo
denominado de receptor Toll-like (MEDZHITOV et al., 1997a). A partir de 1997, dez
receptores Toll humanos foram identificados e classificados como 7oll-Like Receptor (TLR),
estabelecendo o papel da via Toll de Drosophila, como uma cascata de sinalizagdo
evolutivamente conservada. No entanto, acredita-se que TLRs de mamiferos nao t€ém um
papel no desenvolvimento, enquanto que a via de Toll de Drosophila estd envolvida tanto na
imunidade quanto em processos de desenvolvimento (VALANNE et al, 2011). Em
artrépodes, o conhecimento sobre TLR ¢ baseado em dados obtidos com Drosophila.

A via de sinalizacdo Toll ¢ desencadeada pela ligacdo de microorganismos, como
bactérias ou fungos, a receptores de reconhecimento de padrdes (Pattern recognition
receptors - PRR) proteinas que reconhecem peptidoglicanos (Peptidoglycan recognition
proteins - PGRPs) e proteinas que se ligam a bactérias gram-negativa (Gram-negative
bacterial-binding proteins — GNBPs). Essa ligacao ativa uma cascata de serino-proteases que
cliva a proteina Spatzle. A ligacao da Spatzle ao receptor Toll faz com que o receptor sofra
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alteragdes conformacionais que resultam no recrutamento de proteinas envolvidas na via de
degradacao proteolitica de Cactus. A degradagdo desse repressor negativo da via permite que
as proteinas Dorsal (maioria dos artrépodes) e Dif (Drosophila), se transloquem para o nucleo
e promovam a transcricdo de genes efetores, como por exemplo, os peptideos antimicrobianos
(LEMAITRE; HOFFMANN, 2007; VALANNE et al, 2011).

O objetivo no presente trabalho foi identificar a presenga de receptores Toll-/ike no
carrapato R. (B.) microplus. Avaliar a expressao diferencial desses genes em tecidos e células
importantes, para a resposta imune inata do carrapato R. (B.) microplus em resposta a infec¢cao
artificial com o fungo entomopatogénico B. Bassiana ¢ a desafios com zimosan. E fornecer
uma visao adicional para o julgamento de novos alvos potenciais para o desenvolvimento de
vacinas contra o carrapato R. (B.) microplus.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Rhipichephalus (Boophilus) microplus

Carrapatos sao artropodes estritamente hematofagos encontrados em todas as regides
terrestres do planeta. Estes parasitos estdo entre os mais importantes vetores de doencas
humanas e animais.

O carrapato R. (B.) microplus Canestrini, 1888 (MURREL; BARKER, 2003) pertence
ao Filo Arthropoda, Classe Arachnida, Subclasse Acari, Ordem Ixodida, Subordem
Metastigmata e Familia Ixodidae. Este carrapato ¢ um importante ectoparasito de bovinos,
sendo uma das espécies mais relevantes para pecuaria do nosso pais (BITTENCOURT, 2000).
Em 2003, o carrapato até entdo, demoninado Boophilus microplus foi reclassificado, com base
em analises moleculares e morfologicas, como pertencente ao género Rhipicephalus,
subgénero Boophilus, com a nomenclatura de Rhipicephalus (Boophilus) microplus
(MURREL; BARKER, 2003).

Embora conhecido popularmente como “carrapato bovino”, R. (B.) microplus pode
parasitar outros animais, incluindo o homem quando em altas infestagdes na pastagem
(GONZALES, 1974; PEREIRA, 1980). Alguns fatores como a idade, género e estado
nutricional estdo relacionados com a sensibilidade do bovino ao carrapato (SUTHERST et al.,
1979, 1983; STEAR et al., 1984), porém a raca ¢ um dos fatores de maior importancia sendo
amplamente discutido na literatura, sendo maiores as infestagdes em Bos taurus € menores em
Bos indicus, pois quanto maior o grau de sangue zebuino, maior a resisténcia ao carrapato
(VILLARES, 1941; WHARTON et al., 1970; UTECH et al., 1978; MORAES et al., 1986;
OLIVEIRA; ALENCAR et al., 1990, SILVA et al., 2010).

Por sua grande importancia médica e veterinaria, os carrapatos sdo de grande interesse
para estudos cientificos € numerosas investigagdes tém reportado detalhes da sistematica,
morfologia e ecologia destes parasitos. Nas ultimas décadas do século 20, em particular,
foram muitos os relatos descrevendo os fundamentos da genética, ultraestrutura, fisiologia e
bioquimica dos carrapatos (SONENSHINE, 1991; LARA et al., 2005; CITELLI et al., 2007).
Pereira e Labruna (2008), baseando-se em descricdes de chaves de identificagdo de alguns
autores, estabeleceram as dimensdes morfoldgicas de R. (B.) microplus. Os machos sdo
pequenos de coloragdo castanho-amarelada até marrom-avermelhada e podem chegar a
2,5mm de comprimento ¢ 1,4mm de largura. As fémeas em geral atingem 2,5mm de
comprimento e até 1,6mm de largura antes de ingurgitar. Apds o ingurgitamento total podem
chegar a 13mm de comprimento por 8mm de largura (Figura 1).

Fémea

Figura 1. Esquema simplificado de fémea completamente ingurgitada e macho de Rhipicephalus (Boophilus)
microplus.



Oliver (1989) sugere que os carrapatos possam ter surgido no periodo Devoniano
(350-400 milhdes de anos atras). Supde-se que quando os répteis se ramificaram em
numerosas formas de vida, preenchendo nichos aquaticos e terrestres, os carrapatos mais
primitivos que os parasitavam evoluiram em duas principais familias, Argasidae e Ixodidae.
ApoOs o aparecimento de uma ligagdo por terra entre o continente africano e a Eurdsia, estes
carrapatos se irradiaram para a Asia e Europa (MURRELL; CAMPBELL; BARKER, 2001).

A espécie R. (B.) microplus originou-se provavelmente na Asia, quando mamiferos e
passaros substituiram os répteis como vertebrados dominantes, j& no periodo terciario
(HOOGSTRAAL; WASSEF, 1985). A entrada destas espécies no continente americano se
deu provavelmente no século dezenove com a chegada de animais vindos do velho mundo. O
R. (B.) microplus ¢ uma das espécies de carrapato com maior distribui¢do mundial, em fungao
das expedigdes exploradoras registradas na histéria, com a movimentagdo de animais e
mercadorias, ocorreu a sua introdugdo e expansdo na maioria das regides tropicais e
subtropicais: Australia, México, América Central, América do Sul e Africa, tendo se
estabelecido dentro dos climas demarcados pelos paralelos 32° Norte e 32° Sul (NUNES et
al., 1982).

No Brasil, o R. (B.) microplus foi introduzido junto com os primeiros bovinos trazidos
pelos colonizadores, onde se adaptou perfeitamente ao nosso clima tropical, onde o calor e a
umidade propiciaram condi¢des favoraveis a sobrevivéncia e manutencdo da espécie
(POWEL; REID, 1982), distribuindo-se por todo o territério nacional, com algumas poucas
excecoes das regides que possuem baixa precipitacdo pluviométrica e quanto a raga de
bovinos explorada (GONZALES, 1995; BARCI, 1997; GONZALES, 2002; ESTRADA-
PENA et al., 2006).

2.2 Ciclo de Vida

O R. (B.) microplus é parasito de um unico hospedeiro (monoxeno) e apresenta o ciclo
de vida dividido em duas fases: uma fase de vida livre, e uma fase parasitaria (Figura 2).

A fase de vida livre tem duracao de 20 dias a varios meses, dependendo das condigdes
climaticas. Essa fase tem inicio quando a fémea completamente ingurgitada (teledgina) se
desprende do hospedeiro e cai ao solo. As teledginas possuem geotropismo positivo e buscam
abrigo protegido da luz solar no solo e na vegetacao para dar inicio ao periodo de pré-postura
que dura de dois a trés dias, dependendo do volume de sangue ingerido (NAGAR, 1968) e da
temperatura do ambiente (OLIVEIRA et al., 1974). Apos esse periodo, tempo necessario para
a formacdo dos ovos, as teledginas realizam a postura durante cerca de 15 dias, podendo
chegar a 3.000 ovos por fémea, ¢ morrem. Aproximadamente 18 dias apds o término da
postura, inicia-se a eclosdo dos ovos, quando as condi¢des sao ideais para o desenvolvimento
do embrido, ou seja, temperatura de aproximadamente 28°C e umidade relativa superior a
70% (GONZALES, 1995). Apds um periodo de aproximadamente sete dias, as neolarvas
transformam-se em larvas infectantes (CORDOVES, 1997) e migram por geotropismo
negativo para as extremidades apicais da vegetacao, onde localizam o hospedeiro pelo odor,
vibragdes, sombreamento, estimulo visual e dioxido de carbono expirado (SONENSHINE,
1991). A fase de vida livre termina quando a larva encontra o hospedeiro, sendo que a fase de
procura pelo hospedeiro pode variar significativamente, dependendo das condigdes
ambientais principalmente baixas temperatura e umidade (ROCHA et al, 2006; DAVEY et al.,
1991).

A fase de vida parasitéria inicia-se com a fixacdo da larva infestante no hospedeiro,
periodo que dura em média 18 a 26 dias no Brasil-Central (FURLONG, 1993). Assim que
entram em contato com o bovino, as larvas migram para a regido posterior das coxas e as
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regides perianal e perivulvar, que sdo mais propicias para o seu desenvolvimento em virtude
da espessura, vascularizagao, temperatura da pele e dificuldade de auto-limpeza do hospedeiro
(CORDOVES, 1996). As larvas passam a se alimentar e apos sete dias, aproximadamente,
sofrem a primeira ecdise, transformando-se em ninfas. Uma segunda ecdise ocorre oito dias
depois dando origem aos adultos com dimorfismo sexual. Na fase adulta ocorre a copula e as
fémeas passam a se alimentar de sangue até seu ingurgitamento total e queda ao solo
(BENNETT, 1974 a; 1974 b). O acasalamento acontece a partir do 17° dia da infestagcdo
(LONDT; ARTHUR, 1975) com rapido ingurgitamento apds a copula, podendo as fémeas
aumentar em até 200 vezes seu peso (KEMP; STONE; BINNINGTON, 1982).

Os machos, por sua vez, permanecem no hospedeiro a procura de novas fémeas,
sobrevivendo até duas vezes mais do que essas (ROBERTS, 1968). Os carrapatos adultos
machos recebem a denominag¢do de neandros logo apds a ecdise e de gonandros quando
atingem o seu tamanho maximo. Ja as fémeas adultas sdao denominadas neoginas, logo apds a
ecdise, partenoginas, quando se encontram parcialmente ingurgitadas e teledginas, quando
estdo ingurgitadas e prontas para se desprender do hospedeiro (GONZALES, 1995). E na fase
de vida parasitaria que o carrapato se alimenta, aumenta consideravelmente seu peso,
armazena nutrientes para a fase seguinte no solo (quando fémea), transmite agentes
patogénicos ou nao ao hospedeiro e determina os prejuizos econdmicos decorrentes deste
parasitismo (CORDOVES, 1996).

Fase parasitaria:

1- larva infectante realizando a fixagdo
no bovino;

2- ninfa;

3- teledgina em estagio final de

ingurgitamento.

Fase de vida livre:
4- teledgina logo apds desprendimento,
em periodo de postura no solo;

5- ovos, no solo, em periodo de

B O w2y 4 incubagio;
iy &y
= 2 SRy 6- larva, no solo, em periodo de

incubagao.

Andreotti & Malavazi. Piza 2001

Figura 2. Esquema simplificado do ciclo de vida do carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus. Fase
parasitaria e fase de vida livre. Adaptado de ANDREOTTI e MALAVARI, 2001.

2.3 Importancia Economica

O Brasil ¢ um dos paises com maior rebanho de gado bovino comercial do mundo,
cuja produtividade ¢ determinante na economia do pais. No entanto, devido as condi¢des
climaticas e deficiéncia no manejo, a infestagdo de rebanhos bovinos por R. (B.) microplus €
fonte de grande preocupagdo na economia pecudria, produzindo perdas diretas e indiretas,
como transmissao de agentes de doencas, acdes espoliativas e pelo custo de seu controle.
(ALMEIDA et al., 2006; JONSSON, 2006; BARROS et al., 2005; PENNA, 1990)

No Brasil, estima-se que 80% do rebanho bovino encontram-se infestados pelo R. (B.)
microplus, o que leva a um prejuizo de cerca de dois bilhdes de dodlares anuais, devido a
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diminui¢do do ganho de peso, consequentemente queda na producdo de leite e carne, danos ao
couro ¢ também podem transmitir agentes patogénicos causadores da babesiose e
anaplasmose podendo acarretar a morte do animal. Além dos elevados custos com o controle
e contratacdo de mao-de-obra especializada (GRISI et al., 2002). Brito (2008) estima uma
perda no Brasil na ordem de um bilhdo de délares anuais.

As infestacdes por R. (B.) microplus sdo conhecidas pelo seu efeito adverso na
produtividade pecudria (JOSSON, 2006). Durante a fase parasitaria, um unico carrapato suga
de dois a trés mL de sangue (GONZALES, 1995; FURLONG, 1993), o que, dependendo da
intensidade da infestacdo parasitaria, se reflete em anemia, perdas na producao de leite e carne
(SUTHERST et al, 1983 EVANS et al, 2000, JONSSON, 2006; JONGEJAN;
UILENBERG, 2004). Através de um estudo realizado na Australia foi estimado que cada
fémea de R. (B.) microplus seria responsavel pela queda de producdo didria de
aproximadamente 8,9 mL de leite e de 1,0 g de peso corporal (JONSSON et al., 1998).

Os danos ao couro causados pelas lesdes e reagdes inflamatorias nos pontos da fixacdo
do carrapato culminam na desvalorizacao no pre¢o final do produto (SEIFERT et al., 1968;
HORN; ARTECHE, 1985). Estas lesdes também podem favorecer o aparecimento de
infec¢des secundarias como as miiases cutdneas (GONZALES; SERRA-FREIRE, 1992).

Este artropode ¢ responsavel pela transmissao de microrganismos que migram para a
saliva, sendo inoculados durante o repasto sanguineo, entre eles os agentes do complexo da
tristeza parasitaria bovina, com elevado grau de morbidade e mortalidade (ALMEIDA et al.,
2006). Nenhum outro grupo de artropodes vetores ¢ capaz de transmitir uma variedade tdao
grande de patogenos, entre protozoarios, bactérias e virus (JONGEJAN; UILENBERG,
2004), dentre os quais estdo os causadores de doencas, tais como, a babesiose (Babesia bovis
e Babesia bigemina), a anaplasmose (Anaplasma marginale), a teleriose (Theileria annulata)
e a doenca de Lyme (Borrelia burgdorferi) (NARI et al., 1995; PETER et al.,, 2005;
NUTTALL et al., 2006), cujas medidas de prevencdo e ocorréncia de surtos sao de grande
impacto sanitario e econdmico na pecudria (YOUNG E MORZARIA, 1986). Em casos mais
graves, a espoliagdo causada pelo carrapato pode até levar a morte do hospedeiro
(GONZALES, 1995, HORN, 1983).

Além dos prejuizos diretos causados pela infestacdo de carrapatos, existem as
despesas com instalagdes e equipamentos necessarios a aplicagdao de acaricidas nos rebanhos,
aquisicdo destes produtos e periodo de caréncia apos aplicagdo das drogas. A existéncia de
carrapatos e¢ das enfermidades por eles transmitidas limita em muitos casos a exportagao de
bovinos vivos de certas regides endémicas para areas livres de carrapatos (CORDOVES,
1996). Para a diminuigdo destes prejuizos torna-se necessario o controle do ectoparasito no
rebanho.

2.4 Vacinas Contra Carrapatos

Outra medida profilatica empregada no controle de infestagdes causadas por R. (B.)
microplus ¢ o uso de vacinas, sendo considerado um método promissor como alternativa ao
uso de acaricidas (WILLADSEN e KEMP, 1988; WILLADSEN, 2004 e 2006). Ao longo dos
ultimos 20 anos alguns candidatos a vacinas foram desenvolvidos por vérios grupos de
pesquisa (DE LA FUENTE et al., 1988, WILLADSEN e KEMP, 1989, RODRIGUEZ et al.,
1995, WILLADSEN; JONGEJAN, 1999, PATARROYO et al., 2002, DA SILVA VAZ JR et
al., 2002).

O desenvolvimento de uma vacina depende da identificagdo de moléculas com
potencial protetor para o parasito, caracterizagdo de seus papéis na fisiologia do carrapato e
producdo de antigenos recombinantes, etapa fundamental para producao de uma vacina
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economicamente viavel (WILLADSEN, 2001; 2004).

Duas fontes de antigenos candidatos a vacina sao identificaveis: os antigenos
naturalmente expostos ao sistema imune do hospedeiro durante a fase parasitaria, como
proteinas e peptideos sintetizados na glandula salivar; e os antigenos ocultos que ndo entram
em contato com o hospedeiro (NUTTALL et al., 2006). Este novo conceito surgiu com
experimentos de vacinacdao contra o R. (B.) microplus (WILLADSEN e KEMP, 1988). Por
ndo entrarem em contato com o sistema imunoldgico do hospedeiro, os antigenos ocultos nao
tem possibilidade de induzir resposta imune durante o parasitismo. Entretanto, uma vez que o
hospedeiro seja imunizado artificialmente com um destes antigenos, anticorpos € outros
elementos do sistema imune, se ingeridos pelo parasito, interagem com a proteina utilizada na
imunizag¢ao, podendo interferir nas fun¢des desta de modo a causarem danos ao parasito (DA
SILVA VAZ JR et al., 2002).

A vantagem estratégica do uso de vacinas com antigenos ocultos ¢ a de evitar os
principais mecanismos que 0s parasitos apresentam para escapar da resposta imune do
hospedeiro como inibidores do sistema complemento, da resposta inflamatoria, da
proliferagao de linfocitos T, produgdo de citocinas e histamina (BARRIGA, 1999). No
entanto, uma implicagdo negativa do uso de antigenos ocultos ¢ que a resposta imunoldgica
dos animais tratados ndo ¢ continuamente estimulada pela infestagdao natural, necessitando de
revacinacao para manutencao da protegao (WILLADSEN, 2004). Preenchendo os requisitos
deste conceito, o primeiro antigeno oculto isolado em carrapatos foi a proteina Bm86, uma
glicoproteina de membrana presente no intestino (WILLADSEN, et al., 1989). A Bm86 induz
resposta imunoldgica em bovinos imunizados sendo base de duas vacinas comerciais
presentes no mercado: a TickGardTM (Biotech Australia Pty. Ltd., Australia), desenvolvida
na Australia pela Divisdo de Ciéncias Animais Tropicais do CSIRO, e a GavacTM (Heber
Biotec S.A., Havana, Cuba) desenvolvida no Centro de Engenharia Genética e Biotecnologia
de Cuba. Infelizmente, a eficiéncia dessas vacinas ndo tem sido satisfatoria, e mesmo com seu
uso, ainda se faz necessario utilizar formas quimicas de controle, além dos sucessivos refor¢os
que devem ser administrados, o que dificulta o0 manejo da vacina (DE LA FUENTE et al.,
2007). No Brasil, estima-se que houve uma reducdo entre 45% e 60% no percentual de
infestacdo em bovinos imunizados com a Bm86 e submetidos a infestacdo natural com R. (B.)
microplus (RODRIGUEZ et al., 1995).

Foi demonstrado que 2% dos anticorpos ingeridos por uma fémea ingurgitada durante
a refeicao sanguinea em um hospedeiro vacinado estdo viaveis na hemolinfa (DA SILVA
VAZ JR. et al., 1996). Isto mostra que os anticorpos presentes no sangue do hospedeiro sao
capazes de atingir, via hemolinfa, 6rgdos internos do carrapato, podendo interferir em
processos fisiologicos ndo exclusivamente relacionados a digestdo. Este resultado suporta o
estudo de proteinas de 6rgaos que nao entram em contato com o hospedeiro.

A Pr6 catepsina de ovos de Boophilus (Boophilus yolk pro-cathepsin, BYC) uma
glicoproteina de 50 kDa purificada dos ovos do R. (B.) microplus foi capaz de induzir resposta
imune protetora em bovinos contra infestagdoes desse carrapato (LOGULLO et al., 1998). Os
efeitos protetores foram observados pela reducdo no numero de teledginas, capacidade de
postura e fertilidade dos ovos, com eficacia variando entre 14% e 36% (DA SILVA VAZ JR
et al., 1998). A taxa de protecdo induzida pela BYC nativa e pela BYC recombinante ¢
insuficiente para permitir um controle eficiente do R. (B.) microplus. Uma possivel razao para
estes resultados se deve ao fato da BYC ser abundante nos ovos, necessitando alta
concentracdo de anticorpos para induzir um dano significativo nos carrapatos. Dados que
corroboram para essa suposicdo ¢ a observacdo de que a inoculacdo de anticorpos
monoclonais anti-BYC em fémeas ingurgitadas de carrapato induzem redugdo de fertilidade
de forma dose-dependente (DA SILVA VAZ JR et al., 1998).



Experimentos de imunizacao de bovinos com a cisteino endopeptidases envolvidas na
degradacao de vitelina (Vitellin-degrading cysteine endopeptidase, VTDCE), demonstraram
também a imunogenicidade dessa proteina. A producdo de anticorpos especificos pelos
animais aumentou gradualmente em resposta as imunizagdes com VTDCE purificada de ovos.
Anadlises por western blot confirmaram a presenca de anticorpos anti-VTDCE no soro dos
animais imunizados. Estes foram desafiados com larvas de R. (B.) microplus e apresentaram
um indice de protecao global de 21%, sendo também observada a redu¢do de 18% no peso e
na fertilidade dos ovos de fémeas alimentadas nos bovinos imunizados com VTDCE
(SEIXAS et al., 2008).

Inibidores de tripsina foram detectados em diferentes fases de desenvolvimento do R.
(B.) microplus, indicando um possivel papel na interagdo parasito-hospedeiro. Esses
inibidores foram usados como antigenos para a imunizagdo de bovinos que foram desafiados
com larvas de carrapato. Esses bovinos apresentaram reducdo de 68% no numero total de
carrapatos, 71% no peso total dos ovos e 69% no peso total das fémeas ingurgitadas, quando
comparados aos bovinos controles. A eficacia total da vacinacdo foi de 73% (ANDREOTTI et
al., 2002).

O potencial imunogénico da vitelina (VT), principal proteina de reserva do ovo, foi
avaliado em experimentos de imunizagdo, usando bovinos como modelos experimentais.
Foram avaliadas duas glicoproteinas derivadas do complexo vitelina, uma de 87 kDa (VIT87)
e outra de 80 kDa (GP80), purificadas a partir de ovos e larvas, respectivamente. A eficacia
global da imunizagao, mensurada pela redugdo no nimero de larvas apos um ciclo completo,
foi de 68% com VIT87 e 66% com GP80 (TELLAM et al., 2002).

Além dos antigenos aqui citados, muitos outros t€m sido testados, no entanto, nenhum
apresentou eficacia para garantir a producdo de uma vacina mais eficiente contra carrapatos
(DE LA FUENTE et al., 2007) e assim, ainda hoje a pesquisa de antigenos com potencial
protetor constitui o maior desafio para o desenvolvimento de vacinas, sendo o objeto de
pesquisa de varios grupos (GUERRERO et al., 2006; KOCAN et al., 2007; LEAL et al., 2006
b; LIMA et al., 2006; PECONICK et al., 2008; WILLADSEN, 2008; DA SILVA VAZ JR. et
al., 1998). Deste modo, o estudo mais detalhado da fisiologia e da bioquimica do carrapato,
como o estudo dos processos envolvidos resposta imune inata, constitui uma estratégia
interessante para a identificagdo de novas proteinas que possam servir de alvo para novos
métodos de controle do parasito.

Porém, apesar de todos os esforcos empregados, ainda nao foi encontrada uma
molécula capaz de conferir imunidade com eficacia aos bovinos contra o R. (B.) microplus e,
consequentemente, evitar a infec¢ao por patdgenos por ele transmitidos.

2.5 Controle Quimico

A busca por produtos eficazes para o controle do carrapato dos bovinos R (B.).
microplus ocorre desde o final do século XIX. Até meados do século XX, os acaricidas mais
utilizados no controle de carrapatos eram os derivados arsenicais, os quais tinham baixa
eficacia e, além disso, deixavam residuos altamente toxicos para os bovinos (GRAF et al.,
2004).

Com o passar dos anos, varias classes de acaricidas foram produzidas, entre elas os
organofosforados e organoclorados (FREIRE, 1953; FREIRE, 1956). Nos anos setenta,
iniciou-se o uso das formamidinas e, nos anos oitenta, foram langados os piretroides. Apos
este periodo, vieram as lactonas macrociclicas, os fenilpirazéis, as benzoilfeniluréias e as
espinosinas (KLAFKE, 2006). Entretanto, o uso erroneo destes acaricidas, tem resultado no
acumulo de residuos toxicos na carne e no leite, polui¢ado do meio ambiente, intoxicagdo dos
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seres humanos, altos custos para produgdo, além da selecdo de carrapatos resistentes (DE LA
FUENTE et al, 1999; BEUGNET; CHARDONNET, 1995; JONSSON, 1997; LATIF;
LONGEJAN, 2002).

Desde a década de quarenta, a aplicagao desses produtos quimicos vem sendo utilizada
de forma constante, o que favoreceu a selegdo de populacdes resistentes. No Brasil, a
resisténcia dos carrapatos aos acaricidas esta amplamente difundida (OLIVEIRA et al., 2000;
MENDES et al., 2001; MENDES, 2005). Além disso, € crescente o numero de relatos que
apontam um aumento das populagdes de carrapatos resistentes a diversos principios quimicos
presentes nos acaricidas, reduzindo a eficiéncia do controle (BARRE et al., 2008; JONSSON;
HOPE, 2007; LI et al., 2004; MARTINS; FURLONG, 2001).

A resisténcia do carrapato aos agentes quimicos, apOds seu uso continuo, ¢
consequéncia de alteragdes no sitio de acdo destes agentes e¢ do desenvolvimento de
mecanismos adaptativos resultantes de mutacdes em alguns individuos da populagao
(FURLONG et al., 2004; FREITAS et al., 2005). Furlong ¢ Martins (2000) descreveram o
processo como estabelecimento do alelo resistente, onde o uso continuo do produto leva ao
aumento de individuos com a caracteristica de resisténcia, propagando o alelo resistente por
pressao de selecao. A proporcao dos genes resistentes na populacdo aumenta de acordo com a
proporcao dos parasitos resistentes (SANGSTER, 2001).

Devido a selegao de populacdes resistentes a determinados principios ativos, ha a
necessidade de utilizar acaricidas com diferentes composigdes, € o uso destes acaricidas
muitas vezes em um curto periodo de tempo acaba por selecionar novas populagdes
resistentes a mais de um principio ativo, caracterizando um ciclo vicioso (FREITAS et al.,
2005). Entao medidas de controles alternativos sdo foco de pesquisadores visando a
diminui¢do do uso de acaricidas quimicos.

2.6 Controle Microbiano

O controle microbiano pode ser definido sucintamente como a interven¢ao humana no
comportamento natural de microrganismos, para controlar e/ou combater as chamadas pragas
parasitarias, observadas tanto na agricultura quanto em medicina veterinaria.

O controle microbiano possui atributos favoraveis que possibilitam seu uso como
medida estratégica para controle de pragas. Esses fatores sdo a alta patogenicidade
apresentada por alguns microrganismos, a capacidade de multiplicacdo, dispersdo no
ambiente, o carater enzodtico € a nao toxicidade a mamiferos. Atualmente, € crescente o
numero de trabalhos publicados por pesquisadores na éarea de controle microbiano de
carrapatos envolvendo fungos (BITTENCOURT et al., 2003), virus, bactérias, protozoarios e
nematoides (SAMISH; REHACED, 1999; SAMISH et al., 2004).

Segundo Bahiense et al. (2006), o controle bioldgico ¢ uma op¢ao promissora para a
manutengdo de niveis aceitaveis das populagdes de carrapatos no rebanho bovino. Outra
grande vantagem, ¢ que o controle bioldgico possibilita a associacdo de microrganismos a
formulacdes medicamentosas, diminuindo os residuos ou toxicidade para animais e o
ambiente. Além disso, ha diminui¢do da possibilidade de aparecimento de resisténcia, pois os
microrganismos utilizam diversos mecanismos para parasitar seus hospedeiros (ALVES,
1998).

Os fungos entomopatogénicos sdo os agentes microbianos mais promissores como
método alternativo ao controle quimico dos carrapatos, isso se deve a capacidade destes
organismos em penetrar diretamente pela cuticula do artropode. Dessa forma, ndo necessita
ser ingerido pelo hospedeiro para iniciar a infec¢ao (ALVES, 1998; SAMISH et al., 2004;
THOMAS; READ, 2007). Na maioria dos casos os fungos sdo capazes de infectar todos os
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estagios de desenvolvimento do carrapato. A grande variabilidade genética apresentada pelos
fungos entomopatogénicos através de técnicas apropriadas possibilita a sele¢ao de isolados
fingicos altamente virulentos, mais especificos e tolerantes as condigdes climdticas para
serem utilizados como inseticidas microbianos (ALVES, 1998).

2.6.1 Fungos entomopatogénicos

Os fungos entomopatogénicos foram os primeiros patdogenos a serem utilizados no
controle microbiano. A maioria dos géneros de fungos entomopatogénicos ocorre no Brasil, e
em condigdes naturais, tanto enzootica quanto epizooOtica, sua ocorréncia ¢ um fator
importante na redu¢ao das populacdes de pragas. A grande variabilidade genética desses
entomopatogenos pode ser considerada uma de suas principais vantagens no controle
microbiano de artropodes, pois o uso da ferramenta da biologia molecular permite selecionar
isolados altamente virulentos, especificos ou ndo, para o controle de um grande nimero de
pragas com relativa seguranca ambiental (ALVES, 1998; THOMAS; READ, 2007). A
compatibilidade dos fungos com produtos quimicos visando a agdo sinérgica e
consequentemente um controle mais rapido e eficaz tem sido investigada para o controle de R.
(B.) microplus (BAHIENSE et al., 2008).

O controle biologico de carrapatos utilizando fungos entomopatogénicos tem
apresentado resultados potencialmente satisfatorios. Dentre os fungos estudados, um esta
sendo considerado agente promissor no controle microbioldgico de carrapatos, o fungo
Beauveria bassiana (BARCI et al., 2009, BITTENCOURT et al. 1996; 2002). Em pesquisa
realizada com isolados de B. bassiana, foi verificada a compatibilidade de dois isolados mais
virulentos desse fungo com o uso do acaricida quimico amitraz (POSADAS; LECUONA,
2009).

Esta espécie possui ampla distribuicdo geografica (ALVES, 1998) e representa a
espécie mais estudada no controle biologico de carrapatos (LIPA, 1971; ROBERTS;
HUMBER, 1981; ALVES, 1998) apresentando resultados mais satisfatorios em condi¢des
laboratoriais, demonstrando-se patogénicos para varias espécies de carrapatos, como
Amblyomma cooperi, (REIS et al., 2003), Amblyomma cajennense (REIS et al., 2004),
Amblyomma variegatum (MARANGA et al., 2005), Rhipicephalus sanguineus (GARCIA et
al., 2004; GARCIA et al., 2005; PRETTE et al., 2005) e R. (B.) microplus (BITTENCOURT
et al., 1992; MONTEIRO et al., 1998).

No entanto, sua aplicabilidade estd restrita a testes in vitro e diretamente no
hospedeiro (BITTENCOURT et al., 1994a). A maioria dos testes que foram realizados a
campo com fungos entomopatogénicos no controle de carrapatos na América do Sul
demonstrou baixa eficacia (FERNANDES; BITTENCOURT, 2008), com exce¢do de uma
formulacao de gel de celulose polimeralizada e conidios de B. bassiana aplicada diretamente
nas orelhas dos equinos para reduzir a infestagao de Anocentor nitens (SOUZA et al., 2009).

Provavelmente, a baixa eficiéncia dos fungos em testes de campo esta relacionada a
fatores bioticos e abidticos que podem influenciar na sua sobrevivéncia, propagaciao e
infeccdo do hospedeiro (GOETTEL et al., 2000). Uma das desvantagens da utilizacdo destes
agentes de controle microbiano ¢ a sua susceptibilidade aos fatores ambientais como calor e
radiacao ultravioleta (RANGEL et al., 2004; CAGAN; SVERCEL, 2001). No entanto, a
selecdo de isolados mais tolerantes e o desenvolvimento de formulagdes fingicas podem
aumentar a viabilidade dos conidios, permitindo sua utilizacdo a campo (FARGUES et al.,
1996). A utilizagao in vitro de formulacao de fungos entomopatogénicos mostrou ser um
importante fator no aumento da eficiéncia dos isolados fingicos no controle de carrapatos
(LOPES et al., 2007; ANGELO et al., 2010).
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A morte do carrapato infectado com fungos entomopatogénicos ocorre em um periodo
de trés a 10 dias em fun¢ao da perda de 4agua, privagcdo de nutrientes, danos mecanicos € a¢ao
de toxinas. Sob condi¢des favoraveis, o fungo esporula extensivamente sobre o cadaver do
carrapato para facilitar novas infecgdes na populacdo de hospedeiros e assim continuar seu
ciclo (CHANDLER et al., 2000).

Cerca de 750 espécies de fungos agrupados em 56 géneros sdo conhecidos por serem
patogenos ou parasitos de artroépodes (HAWKSWORTH et al., 1995) e aproximadamente 170
produtos, oriundos de cerca de 13 espécies de fungos, t€ém sido formulados e registrados como
micoinseticidas ou micoacaricidas em programas de controle bioldgico contra varias espécies
de pragas (DE FARIA; WRAIGHT, 2007). A maioria dos fungos patogénicos de artropodes
estudados mundialmente pertence a quatro géneros: Beauveria, Metarhizium, Lecanicillium
(= Verticillium) e Isaria (= Paecilomyces) (CHANDLER et al., 2000; FERNANDES;
BITTENCOURT, 2008).

A busca de novos fungos e utilizagdo dos mesmos no controle bioldgico de carrapatos
se deve aos resultados promissores encontrados em testes in vitro. Por isso, a pesquisa nesta
area vem sendo bastante explorada e o numero de trabalhos ¢ cada vez maior. O que tem se
buscado ¢ estabelecer estratégias racionais e eficazes para possibilitar uma forma de manejo
integrada para controle de artrépodes (CHANDLER et al., 2000), que irdo contribuir para
melhorias na produc¢dao animal e para minimizar os danos ecologicos (ATHAYDE et al.,
2001).

2.6.1.1 Beauveria bassiana

A primeira descri¢ao de B. bassiana foi em 1835 por Balsamo com o nome de Botrytis
bassiana, porém o género Bassiana foi reorganizado em 1912 (LIMA, 1989). As espécies de
Beauveria ssp. sao classificadas como fungos Deuteromicetos, classe Hifomicetos
assexuados, por se reproduzirem através da producao de conidios. Porém, com o advento da
biologia molecular, essas espécies foram agrupadas como fungos sexuados (REHNER, 2005).

O género Beauveria inclui espécies de fungos com grande potencial como agente de
controle microbiano. A espécie B. bassiana ¢ de ocorréncia cosmopolita, sendo
frequentemente encontrada sobre artropodes e amostra de solos (ALVES, 1998).

A germinagdo dos conidios de B. bassiana ocorre, geralmente, em um periodo de 12
horas apos a inoculagdo. A fase de penetracao do fungo, geralmente pelo tegumento, ocorre
em funcdo de uma acdo mecanica e efeitos enzimaticos, com duragdo de aproximadamente 12
horas. Apos 72 horas da inoculagdo, o carrapato apresenta-se colonizado com uma grande
quantidade de conidi6foros e conidios. Entretanto, para aumentar a capacidade de
disseminagdo dos propagulos, sdo necessarias algumas condigdes favoraveis, destacando-se a
temperatura, umidade relativa e radiacdo (ALVES, 1998).

Para que ocorra germinacao dos conidios, crescimento vegetativo e esporulagdo de B.
bassiana ¢ ideal que a temperatura esteja na faixa entre 23 a 28°C, porém este fungo pode
suportar temperaturas de até¢ 45°C (ALVES; LECUONA, 1998). Portanto, a temperatura
ambiental pode influenciar na utilizagdo de fungos como agentes para o biocontrole, porém, o
fator abiotico mais importante ¢ a radiacao solar, particularmente a ultra-violeta-B, que possui
a maior capacidade de impossibilitar a acdo do fungo. Fernandes (2007), em seu estudo de
caracterizacdo e selecao de 60 isolados de Beauveria ssp. para o controle microbiano do
carrapato R. (B.) microplus, observou que alguns isolados, cujos conidios foram expostos a
duas horas de radiagdo ultra violeta apresentaram diminuig¢des significativas dos percentuais
de germinacao, influenciando diretamente na viruléncia destes microrganismos.

O primeiro relato de B. bassiana em carrapatos foi sobre a espécie Ixodes ricinus,
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quando fémeas ingurgitadas foram coletadas em campo e mantidas em laboratério sob
observagao, sendo verificada a presenca de hifas na abertura oral do carrapato apos a morte,
porém nao houve alteragcdes na postura (SAMSINAKOVA, 1957).

Bittencourt et al. (1996) evidenciaram elevada capacidade carrapaticida dos isolados
986 e 747 de B. bassiana quando verificaram sua patogenicidade in vitro sobre ovos e larvas
ndo alimentadas de R. (B.) microplus, observando uma elevada redugdo do percentual de
eclosdo e uma maior mortalidade das larvas nos grupos tratados.

Desde entdo, a patogenicidade deste fungo vem sendo amplamente estudada e tem
apresentado resultados satisfatorios sobre varias espécies de carrapatos, entre elas R. (B.)
microplus, R. sanguineus, A. nitens, A. cajennesne (BITTENCOURT et al.,, 1995;
MONTEIRO, 1997; SOUZA, 1999; BITTENCOURT et al., 2002; MONTEIRO et al., 2003;
REIS et al., 2004).

2.7 Sistema Imune de Artropodes

Os seres vivos estdo constantemente em contato com microrganismos potencialmente
patogénicos como virus, fungos, bactéria, protozodrios e helmintos. E para conter o
estabelecimento de uma infec¢do, contam com uma resposta imune eficiente. O sistema
imune dos artrépodes, apesar de s6 contar com a resposta inata, sendo, menos complexo que o
dos vertebrados, ¢ muito eficiente em combater uma vasta gama de microrganismos
invasores. Para tanto, estes organismos continuamente desenvolvem mecanismos de defesa
celular e humoral contra estes invasores (RATCLIFFE; WHITTEN, 2004). Apesar de ndo
possuirem células de memoria, anticorpos e linfocitos iguais aos dos vertebrados (BULET et
al., 2004), estes organismos apresentam mecanismos de memoria imunologica inata
(RODRIGUES et al., 2010), moléculas semelhantes a anticorpos (DONG et al., 2006) e
células similares aos linfocitos chamadas de hemocitos. Populagdes naturais de artropodes
apresentam diferentes graus de susceptibilidade a organismos invasores (COLLINS et al.,
2002; HUME et al., 2007).

A primeira linha de defesa dos artropodes ¢ constituida por barreiras estruturais
(exoesqueleto rigido de quitina e o revestimento quitinoso das traquéias) que dificultam o
contato do patdogeno com o organismo. Quando agentes patogénicos conseguem transpor as
barreiras iniciais e atingir o interior do corpo dos invertebrados uma série de reagdes ¢
iniciada no organismo, que podem ser classificadas em celulares e humorais com o objetivo
de eliminar o microrganismo invasor (DUNN, 1986; GILLESPIE et al., 1997, OMOTO;
ALVES, 1998; LAVINE; STRAND, 2002; LEVASHINA, 2004).

As principais células e 6rgaos que participam da resposta imune dos artropodes sdao o
corpo gorduroso, as células epiteliais e os hemocitos. Os hemocitos sdo células circulantes na
hemolinfa que possuem papel determinante no combate sistémico a infecgdes (HILLYER et
al., 2009). A hematopoiese, que ocorre nas glandulas linfaticas, ¢ responsavel por produzir os
progenitores dos hemocitos, chamados de pro-hemocitos. A classificacdo dos hemocitos €
bastante complexa, uma vez que a maioria dos autores baseou-se em observagoes
morfologicas para sua classificagao.

Os hemocitos sao os principais componentes da hemolinfa do carrapato, constituindo
cerca de 50% a 60% de seu conteudo (SONENSHINE, 1991). Estimativas do numero de
hemdcitos na hemolinfa de carrapatos variam de 5.000 a 73.000/mm’ (WOOLLEY, 1988). De
acordo com o sistema proposto por Binnington e Obenchain (1982), os carrapatos possuem 5
classes de hemocitos, conhecidas como pro-hemocitos, plasmatocitos, granulocitos (tipo I e
IT), esferulocitos e oenocitdides, sendo os quatro primeiros os tipos celulares mais
encontrados na hemolinfa. Zhioua et al. (1996) relataram que os hemocitos t€ém um papel
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dominante na resposta imune do carrapato, como por exemplo, funcdes fagocitica e secretoria,
liberando peptideos antimicrobianos - PAM (FOGACA et al., 2006) e espécies reativas de
oxigénio - ERO (PEREIRA et al., 2001), os plasmatocitos sdo responsaveis pela fagocitose
(KUHN; HAUG, 1994) e os granuldcitos pelo encapsulamento de organismos maiores
(EGGENBERGER et al., 1990).

Em carrapatos, o corpo gorduroso ¢ um o6rgao difuso, consistindo de muitos corddes
de células ligados aos ramos do sistema traqueal e ocasionalmente a outros oOrgaos,
contrastando com o de outros artropodes, onde se concentra na regido abdominal. As células
do corpo gorduroso sdo abundantes ao redor dos troncos traqueais, especialmente proximos da
sua origem com os espiraculos respiratorios (SONENSHINE, 1991).

Segundo Obenchain e Oliver (1973) o corpo gorduroso ¢ dividido em duas regides:
central, ao redor do sistema reprodutivo e outros 6rgaos internos; e regido periférica, ao redor
dos troncos traqueais, traquéia, tecido conectivo e disperso entre a epiderme. No entanto,
Denardi et al. (2008) sugeriram outra terminologia para descrever a localizacdo deste tecido:
corpo gorduroso parietal, substituindo o termo periférico e perivisceral, substituindo o termo
central. Essa diferenciagdo regional determina diferentes fung¢des, uma vez que o corpo
gorduroso periférico apresenta indicios de granulos de glicogénio, indicativo de papel de
armazenamento, enquanto o central mostra evidéncias de atividade biosintética (KEELEY,
1985). No entanto, o corpo gorduroso em fémeas de carrapatos ¢ altamente ativo apds a
alimentacdo e fecundagao (SONENSHINE, 1991).

O corpo gorduroso em artropodes € o Orgdo que armazena nutrientes, sintetiza
hormonios e outras moléculas mensageiras essenciais, além de detoxificar residuos ou
compostos nocivos. Apresenta um papel vital na reproducdo, sintetizando e secretando
vitelogenina durante a fase reprodutiva da vida dos artropodes. Segundo Wigglesworth (1967)
seu valor funcional para os artropodes ¢ comparado ao figado em vertebrados. Além disso, ¢
considerado um importante tecido de estoque de lipidios, andlogo ao tecido adiposo em
mamiferos (SONENSHINE, 1991).

Este 6rgao constitui uma porcentagem considerdvel do peso dos artropodes (mais de
50% em alguns casos) ¢ derivado do mesoderma somatico durante a embriogénese. Devido ao
seu grande tamanho e sua localizagdo na hemocele do inseto, o corpo gorduroso ¢ o principal
tecido relacionado a imunidade, pois € responsavel pela sintese e secrecao de peptideos na
hemolinfa, onde esses atingem concentracoes eficazes (LEMAITRE; HOFFMANN, 2007;
GILBERT; CHINO, 1974; STEELE, 1985; BEENAKKERS et al. 1984).

Tsvileneva (1961; 1963), estudando o corpo gorduroso em outras espécies de
carrapatos observou dois tipos de células, diferenciadas umas das outras pela basofilia de seu
citoplasma. As acidofilas foram consideradas equivalentes aos trofocitos e as basofilas aos
nefrocitos dos artrépodes. Ainda segundo Tsvileneva (1961; 1965) e Balashov (1963) as
células denominadas de nefrocitos nos carrapatos, provavelmente seriam analogas aos
endcitos dos artropodes. Entretanto, Denardi et al. (2008) mostrou que em corpo gorduroso de
carrapatos A. cajennense nao existem nefrécitos, nem células semelhantes aos endcitos dos
artrépodes, e sim, apenas trofocitos.

Denardi et al. (2008) através de estudo morfométrico mostrou que o corpo gorduroso
de A. cajennense ¢ constituido por dois tipos de trofocitos, denominados de trofocito ctubico
(trC) e trofocito arredondado (trR) devido as suas formas e histologia, sendo ambos os tipos
encontrados tanto no corpo gorduroso parietal quanto no perivisceral. As analises
morfométricas destas células de 4. cajennense mostraram que os trofocitos cubicos possuem
area citoplasmatica significativamente inferior aquela dos arredondados. Uma provavel
explicacdo para este fato seria de que os trofdcitos cubicos estariam sofrendo pressdao das
células adjacentes (outros trofocitos), uma vez que, estariam arranjados na forma de cordoes.
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Ja os arredondados, os quais se encontram isolados e localizados em cima dos cordoes de
trofécitos cubicos, ndo estariam sujeitos a este tipo de pressao e, além disso, teriam
conseqiientemente uma maior area de contato com a hemolinfa.

Organismos invasores sdo reconhecidos pelos artrépodes através de receptores de
reconhecimento de padrdes (Pattern recognition receptors - PRR) que reconhecem os padroes
moleculares associados a patogenos (Pathogen-associated molecular patterns - PAMP). Apos
o reconhecimento dos patogenos pelos PRR, algumas reagdes do sistema imune podem ser
desencadeadas: (1) resposta humoral com producdao de moléculas efetoras como, espécies
reativas de oxigénio e de nitrogénio e peptideos antimicrobianos (PAM); (2) resposta celular
que resulta na fagocitose, encapsulamento e inducdo de apoptose; e (3) reacao de
profenoloxidases que depositam melanina em volta dos microrganismos (Figura 3)
(HULTMARK, 2003; NAPPI; OTTAVIANI, 2000, BULET et al, 2004; IWANAGA;
LEMAITRE; HOFFMANN, 2007, MULLER et al, 2008; MARMARAS;
LAMPROPOULOU, 2009).
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Figura 3. Resumo esquematico do sistema de defesa de artropodes. A detecgdo do patdégeno leva a producdo de

um grande espectro de moléculas de defesa em tecidos que respondem imunologicamente (modificado de
LEMAITRE e HOFFMANN, 2007).

Muito do nosso conhecimento atual sobre o sistema imunolégico de invertebrados foi
moldado por estudos em D. melanogaster (LEMAITRE; HOFFMANN, 2007) e por dados
obtidos de poucas espécies de lepidopteros, tais como Manduca sexta (KANOST et al., 2004).
Carrapatos possuem um sistema imune capaz de lhes conferir protecdo contra agentes
invasores, assim como outros artropodes. Porém comparativamente aos mamiferos, pouco se
conhece do sistema imune de artropodes como o carrapato (SONENSHINE; HYNES, 2008).

2.7.1 Mecanismos de defesa celular

As reagdes celulares ou imunidade celular sdo executadas pelos hemocitos e
compreendem fagocitose, nodulacdo e encapsulamento, além da ativagdo da cascata de
enzimas que regulam a melanizagdo e a coagulacao da hemolinfa (IWANAGA; LEE, 2005;
MARMARAS; LAMPROPOULOU, 2009).
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Os processos de nodulacdo e encapsulamento ocorrem pela deposi¢do de hemocitos
sobre o agente invasor formando uma matriz celular com posterior melanizagdo no seu
interior para a destrui¢do do agente retido (TANADA; KAYA, 1993; LAVINE; STRAND,
2002). Segundo Silva et al. (2000) este processo ocorre posteriormente a fagocitose quando
esta ndo for suficiente para combater a infecgao.

A fagocitose € o processo de defesa celular baseado no reconhecimento, englobamento
e destruicdo intracelular dos patogenos invasores pelos hemocitos. E mediada por PRR que se
ligam a PAMP e desencadeiam uma cascata de sinalizagdo que leva a internalizagdo do
invasor através de um mecanismo dependente de actina (LEMAITRE; HOFFMANN, 2007).

A hemolinfa dos carrapatos desempenha importante papel na resposta imune celular
desses animais, principalmente pelo processo de fagocitose que € realizado pelos hemocitos,
células circulantes da hemolinfa. No carrapato R. (B.) microplus foram identificadas duas
populagdes de hemocitos, os granuldcitos e os plasmatocitos, sendo que apos o desafio com
leveduras, foi observado o processo de fagocitose sendo realizado pelos plasmatodcitos
(PEREIRA et al., 2001). Na hemolinfa do carrapato Ornithodoros moubata, foram
identificadas trés populacdes de hemdcitos: os pro-hemocitos, os granulocitos e os
plasmatdécitos, sendo os dois ultimos responsaveis pela fagocitose (IONUE et al., 2001).

Na maioria dos artrépodes, os plasmatocitos e os granuldcitos sdo as principais células
fagociticas, que ao receberem sinais da presenga de bactérias ou outro microrganismo,
migram rapidamente para o local da infeccdo e, eventualmente, fagocitam e destroem os
invasores (SILVA et al., 2000; LAMPROU et al., 2007). A fagocitose tem sido observada em
varias espécies de carrapatos e parece ser uma das defesas primarias contra a invasao de
microrganismos (ZHIOUA et al., 1997).

Quando a concentragdo de patdégenos ¢ muito grande, os hemocitos se agregam e
formam granulomas a fim de imobilizd-los e remové-los da circulagdo. A nodulacdo ¢ um
mecanismo de defesa celular predominante em artrépodes e ¢ mediada por eicosandides em
muitas espécies de artropodes (STANLEY et al.,, 2009). Ainda ndo estd muito bem
caracterizado se a nodulacdo pode ser um processo mediado por lectinas (MARMARAS;
LAMPROPOULOU, 2009).

Quando o agente estranho ndo pode ser fagocitado ou isolado em nodulos, os
artropodes se defendem formando capsulas (STRAND; PECH, 1995). O encapsulamento
refere-se a ligacao dos hemocitos aos invasores maiores, protozodrios € nematdides, formando
uma capsula com multicamadas ao redor do invasor, que em ultima instancia, ¢ acompanhada
pela melanizacao. Dentro da capsula, o patdogeno ¢ morto possivelmente pela produgdo local
de produtos citotdéxicos como espécies reativas de oxigénio e intermedidrios da cascata de
melanizacdo (NAPPI; OTTAVIANI, 2000), porém a exata causa da morte ainda nao ¢
conhecida (LEMAITRE; HOFFMANN, 2007).

A melanizagdo ¢ uma reagdo imune, somente encontrada em artropodes, que envolve a
sintese de melanina e sua deposicdo em volta do patdogeno. Neste grupo de organismos, € o
tipo mais rapido de resposta imune, desencadeada poucos minutos apos o desafio. A produgao
de melanina ¢ promovida ap6s o reconhecimento de patogenos, ativando de cascatas de serino
proteases que clivam a forma inativa da pro-fenoloxidase para a forma ativa fenoloxidase
(ASHIDA; BREY, 1998; CERENIUS; SODERHALL, 2004). As fenoloxidases catalisam a
conversao de dopamina em melanina. As quinonas € os ERO gerados durante a melanizagdo
sdo toxicos para os parasitos (CHRISTENSEN et al., 2005). A reacao de melanizagao interage
com outras repostas imunes, como, fagocitose, producao de PAM e cicatrizacdo (CERENIUS
et al., 2008). A reagdo de melanizagdo precisa ser finamente regulada, caso contrario,
produtos intermediarios toxicos sdo produzidos. As serpinas desempenham papel importante
na regulagdo da reagdo de melanizagao através da inibi¢ao de serino proteases. A melanizagao
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foi observada em varios artropodes desafiados com plasmodios, bactérias e helmintos
(CHRISTENSEN et al., 2005).

O mecanismo de coagulacdo da hemolinfa ¢ ativado por uma cascata de serino-
proteases, semelhantes as do sistema profenoloxidase, porém esta reagdao ¢ independente da
melanizacdo (SCHERFER et al., 2004). Dois genes relacionados a fatores de coagulacao, um
fibrinogénio € uma anexina, sdo altamente expressos apds lesdo séptica em Drosophila (DE
GREGORIO et al., 2001).

2.7.2 Mecanismos de defesa humoral

A resposta imune humoral dos artrépodes ocorre em quatro etapas principais segundo
Michel e Kafatos (2005): (1) reconhecimento de PAMP por PRR, (2) modulacao, levando a
amplificacao e disseminacao do sinal de reconhecimento inicial; (3) produgdo de um conjunto
de moléculas efetoras e ativagdo de cascatas de coagulacao; e (4) aumento de moléculas de
imunidade através da ativagdo de vias de transducao de sinal como Toll, Imunodeficiéncia
(Immune Deficiency, IMD) e Janus quinase-tradutor de sinal e ativador de transcri¢do (Janus
Kinase-Signal Transducer and Activator of Transcription, JAK-STAT) (BULET;
STOCKLIN, 2005; MICHAEL; KAFATOS, 2005; CHISTOPHIDES et al., 2002).

Sao exemplos de PAMP os componentes das paredes e membranas celulares dos
patogenos, como peptidoglicanos (PGN), lipopolissacarideos (LPS) e B-1,3 glucanos que sao
reconhecidos por PRR nos hemocitos, nos corpos gordurosos ou no plasma dos artropodes
(LAVINE; STRAND, 2002). Alguns PRR estudados em artropodes sao as proteinas que
reconhecem peptidoglicanos (Peptidoglycan recognition proteins - PGRP) e proteinas que se
ligam a bactéria gram-negativa (Gram-negative bacterial-binding proteins — GNBP), (OSTA
et al., 2004). O reconhecimento destas moléculas exclusivas de patdégenos ¢ importante na
montagem de uma resposta imune eficiente e direcionada ao invasor.

A ligagdao entre PAMP e PRR, responsavel pelo reconhecimento de moléculas nao
proprias, ativa cascatas proteoliticas de serino proteases que amplificam o sinal e acionam a
resposta efetora. Serino proteases com dominios clip (CLIP) sdo componentes essenciais
dessas cascatas, pois ativam vias de sinalizagdo que levam a sintese de PAM, aglutinagdo da
hemolinfa e melanizagao (OSTA et al., 2004; MICHAEL; KAFATOS, 2005). Estas cascatas
sdao finamente reguladas por serpinas, moléculas que inibem as serino proteases através de
uma ligagdo covalente com o centro ativo da enzima (OSTA et al., 2004; REICHHRT et al.,
2005). Em artropodes, atuam na regulagdo das vias Toll e das profenoloxidases, na
coagulagdo da hemolinfa e na protecao contra proteinases de microrganismos.

Vérias moléculas efetoras sdo produzidas apods desafio dos artrépodes com
microrganismos, como por exemplo: PAM, espécies reativas de oxigénio, proteinas com
dominio do tipo fibrinogénio (FBN) (fibrinogen-related proteins - FREP), proteinas
responsivas a bactérias (Bacteria responsive proteins - BRP), proteinas contendo dominios
ricos em leucina (Leucine rich-repeat (LRR) domain - containing proteins) e lectinas do tipo
C (C-type lectins — CTL).

2.7.2.1 Peptideos antimicrobianos

Os peptideos antimicrobianos (PAM) sdo moléculas que fazem parte da imunidade
inata e possuem um amplo espectro de atividade contra bactérias, fungos, virus e parasitos. Os
PAM sdo as proteinas efetoras mais bem caracterizadas. Sao moléculas pequenas, de até
10kDa (com excecao da attacina de 25kDa), convencionalmente descritas como cationicas,
anfipaticas e que exibem alto teor de aminoécidos basicos e pelo menos 50% de aminoacidos
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hidrofobicos. As cargas positivas dos peptideos facilitam sua interacdo com as cargas
negativas dos fosfolipideos da membrana dos microrganismos invasores e, o carater
hidrofobico, facilita sua inser¢do na membrana, promovendo a lise dos mesmos (BULET et
al., 2004).

Em artropodes, peptideos com acao antimicrobiana sao sintetizados principalmente em
corpo gorduroso, hemocitos sao fortemente induzidos apos uma lesdo e/ou infec¢ao (BULET
et al., 1999), e por estruturas que representam barreiras fisicas como intestino médio, tibulos
de Malpighi, traquéia e glandula salivar, e sendo secretados para a hemolinfa (LEVASHINA,
2004; HANCOK et al., 2006; LEMAITRE; HOFFMANN, 2007).

O modo de atuagdao dos PAM de modo geral envolve a permeabilizagdo da membrana
plasmatica dos microrganismos, embora possam atuar também sobre alvos intracelulares,
inibindo a atividade de enzimas, impedindo a sintese de DNA, de RNA e de proteinas, ou
ainda alterando a divisdo celular e sdo muito estaveis, podendo permanecer na hemolinfa do
inseto semanas apos o desafio. (GOUMON et al., 1996; BROGDEN, 2005; YOUNT et al.,
2006).

Os vinte PAM ja descritos podem ser divididos em sete classes: defensinas,
cecropinas, drosomicina, metchnikowina, atacina, diptericina e drosocina. Em R. (B.)
microplus ja foram caracterizados trés peptideos antimicrobianos:

Microplusina: com massa molecular de 10.204Da e seis residuos de cisteina, foi
purificado da hemolinfa livre de células (FOGACA et al., 2004) e de ovos (ESTEVES et al,,
2009). A microplusina apresenta atividade contra bactérias Gram-positivas e fungos (SILVA
et al., 2009), e ¢ expressa na forma de pré-peptideo com um peptideo sinal composto por 20
aminoacidos (FOGACA et al.,, 2004). Sua expressao foi demonstrada no corpo gorduroso,
hemocitos, ovarios, e também ovos. A localizacdo deste peptideo em diversas regides do
sistema reprodutivo feminino (como tubo conectivo € ovarios), assim como nos ovos, sugere
uma participacdo importante no mecanismo de defesa dos ovos e embrides em
desenvolvimento (ESTEVES et al., 2009).

Defensina (FOGACA et al., 2004): com massa molecular de 4.285Da e seis residuos
de cisteina, foi isolado dos hemdcitos e apresenta similaridade com defensinas de outros
invertebrados. A analise de sua sequéncia genética codificante demonstrou que este peptideo
antimicrobiano ¢ expresso na forma de pré-pro-peptideo assim como as defensinas de outros
artropodes. Sua expressao génica ¢ pronunciada no corpo gorduroso e nos hemocitos, além de
também ser observada nos ovarios.

Ixodidina (FOGACA et al., 2006): com massa molecular de 7.103Da e dez residuos de
cisteina, foi isolado dos hemocitos. Este peptideo antimicrobiano ¢ capaz de inibir o
crescimento de Escherichia coli € Micrococcus luteus. Sua estrutura primaria nao apresenta
nenhuma similaridade com outros PAM descritos, porém ¢ similar a inibidores de serina-
proteases e se mostrou capaz de inibir a atividade hidrolitica de quimotripsina e de elastase.

A existéncia de diversos peptideos antimicrobianos localizados em diferentes o6rgaos
do carrapato R. (B.) microplus sugere a importancia destes no controle de microrganismos
invasores, agindo de forma local ou sistémica. Portanto, os peptideos antimicrobianos sdo
importantes ndo somente como componentes do sistema imune inato de invertebrados
participando do combate as infeccdes, mas seus andlogos quimicos ou recombinantes
apresentam grande potencial para serem aplicados como antibidticos no combate a
microrganismos resistentes aos antibidticos convencionais (HANCOCK; SCOTT, 2000).

2.7.3 Regulacio do sistema imune

Pesquisadores tém procurado correlacionar a ativacdo das vias de sinalizacdo
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imunologicas com a eficacia da resposta imune de mosquitos contra patégenos (MOLINA-
CRUZ et al., 2008; GUPTA et al., 2005, GARVER et al., 2009, SOUZA-NETO et al., 2009).
Dada sua relevancia nos processos imunoldgicos, algumas vias de sinalizagdo sao altamente
conservadas evolutivamente. Todas as proteinas efetoras produzidas apdés um desafio sdo
reguladas primariamente ao nivel transcricional, através de moléculas (fatores de transcri¢cao —
FT) que se ligam a regides regulatorias dos genes efetores € promovem o aumento ou a
diminuic¢ao da sua transcrigao.

Muitos genes efetores como os PAM possuem em suas regides regulatdrias sitios de
ligacdo a fatores de transcri¢ao da familia NF-kB. Estudos recentes tem demonstrado o papel
destas moléculas na regulacdo dos PAM através de duas vias de sinalizagdo distintas, Toll e
IMD (LEMAITRE; HOFFMANN, 2007). A via Toll ¢ principalmente ativada por bactérias
Gram-positivas, fungos e virus, enquanto a IMD por bactérias Gram-negativas (TZOU et al.,
2002; HOFFMAN; REICHHART, 2002; Xi et al., 2008). Outro fator de transcricao, o STAT
e a via de sinalizacdo da qual faz parte, a JAK-STAT, t€ém papel importante na ativacao da
resposta imune dos artrépodes contra uma variedade de patégenos (BARILLAS-MURY et al.,
1999; DOSTERT et al., 2005; MOLINA-CRUZ et al., 2008; SOUZA-NETTO et al., 2009).
Outro grupo de FT vinculado a aspectos imunolédgicos € o GATA. Estes fatores de transcrigdao
possuem este nome, por se ligarem a sequéncias de DNA (A/T) GATA (A/G). Sao
encontrados em uma diversidade de grupos de organismos como, por exemplo, fungos,
plantas e animais. Atuam em diversas fungdes como: desenvolvimento, diferenciacdo e
proliferagdao. Fatores de transcri¢ao do tipo GATA apresentam papel na imunidade contra
diferentes patdgenos em D. melanogaster € Caenorhabditis elegans (TINGVALL et al., 2001;
KERRY et al., 2006; SENGER et al., 2006; SHAPIRA et al., 2006).

2.7.3.1 Via JAK-STAT

A via JAK-STAT foi descrita primeiramente em mamiferos como tendo um papel
importante em respostas antivirais (DUPIUS et al., 2003, KARST et al., 2003, HO et al.,
2005). Em D. melanogaster, esta via possui fungdes descritas tanto na imunidade como no
desenvolvimento. Regula diversos processos relacionados com a embriogénese, como o
desenvolvimento dos olhos, a segmentacdo embrionaria € a manutengdo de células-tronco
(ARBOUZOVA; ZEIDLER, 2006). Esta via ¢ também ativada apds infeccdo dos artropodes
com virus, bactérias e plasmddios (BARILLAS-MURY et al., 1999; DOSTERT et al., 2005;
MOLINA-CRUZ et al., 2008; SOUZA-NETTO et al., 2009). Além disso, sua participagdao na
resposta imune celular, através da regulacdo da proliferacdo de hemocitos e na diferenciagao
de prohemocitos, ja foi demonstrada (HANRATTY; DEAROLF, 1993; HARRISON et al.,
1995; KRZEMIEN et al., 2007).

A via JAK-STAT em D. melanogaster ¢ ativada apos a ligagao de moléculas do tipo
citocinas da familia unpaired (UpD) ao receptor transmembrana Domless, homologo do
receptor de citocinas tipo I de mamiferos. Essa ligagdo causa uma alteragao conformacional
do receptor que leva a fosforilacdo de proteinas JAK, associadas a estes receptores. As
proteinas JAK ativadas fosforilam Dome, resultando na formacao de sitios de ligagdo para as
proteinas citoplasmaticas STAT. O recrutamento das STAT pelo complexo JAK-Dome induz
sua fosforilagdo e dimerizagdo. Os dimeros formados migram para o nucleo e promovem a
transcrigdo de genes efetores. Essa via ¢ finamente regulada por dois reguladores negativos, a
proteina inibitéria de STAT ativado (Protein inhibitor of activated STAT - PIAS) e o
supressor de sinalizacdo por citocinas (Suppressor of cytokine signaling — SOCs)
(ARBOUZOVA; ZEIDLER, 2006). Alguns dos produtos finais desta via ja sdo conhecidos.
Em D. melanogaster foi mostrado que esta via ativa a transcricdo do gene TEP2 e de genes de
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estresse do tipo Turandot. Enquanto a fungao de Turandot permanece desconhecida, ¢ sabido
que TEP2 possui homologia com as proteinas do sistema complemento de mamiferos e ¢
importante na opsonizagdo de patdégenos (LAGUEUX et al., 2000; BOUTROS et al., 2002;
AGAISSE et al., 2003).

2.7.3.2 Via IMD

A via IMD foi descoberta através da observagdao de um mutante de D. melanogaster
susceptivel a bactérias gram-negativas, mas resistente a bactérias gram-positivas e fungos
(LEIMATRE et al., 1995). Este variante foi chamado de mutante com deficiéncia
imunologica (Immune deficiency - IMD) e a proteina mutada recebeu o nome de IMD e veio a
dar nome a via. Nenhuma outra fun¢ao além da ligada a imunidade do inseto foi descrita para
esta via. Esta via apresenta similaridades com a via TNF-R de mamiferos. A via IMD ¢
ativada de modo parecido a via Toll. O receptor transmembranar da via de IMD parece ser
uma proteina reconhecedora de peptidioglicana de cadeia longa (Peptidoglycan recognition
protein long chain - PGRPLC). Apesar deste receptor nao possuir dominios de interacao
proteina-proteina em sua porcao citoplasmatica, acredita-se que, ao ser ativado, se ligue a
algum co-fator que possui dominios de interagdo com proteinas que serdo responsaveis pela
passagem do sinal para a via IMD. Portanto, a ativacdo do receptor pelos PAMPs ¢ capaz de
recrutar as proteinas adaptadoras IMD, FADD e a caspase DREDD. Uma vez em
proximidade, DREDD cliva IMD, deixando um o residuo N-terminal A31 exposto. Esse
residuo exposto permite a ligagdo da IMD a DIAP2. Em conjunto com as enzimas E2
conjugadoras de ubiquitina (E2-ubiquitin- conjugating enzymes), UEV1a, Bendless (Ubc13) e
Effete (UbcS), IMD (e um pouco DIAP2) sdo, entdo, poliubiquitiniladas (PAQUETTE et al.,
2010). Essas cadeias de poliubiquitinas induzem a ativacdo de quinases [os complexos
formado por dTAK1 (TGF-f-activated kinase 1) e TAB (TAKI binding protein)] e IKKb-
IKKg que dardao continuidade ao sinal (KLEINO et al., 2005; PAQUETTE et al.,. 2010). A
proteina dFadd liga-se entao a DREDD, que, por sua vez, se associa e cliva a proteina Relish
fosforilada. A fosforilagao de Relish ¢ realizada pelo complexo kinase iKB que ¢ ativado pela
MAPKKK TAKI1. Uma vez clivada, Relish libera sua por¢cdo C-terminal (inibidora de sua
translocacdo para o nucleo), da por¢ao C-terminal. Sua entrada no nucleo promove a
transcricao de genes efetores como os PAM. Recentemente, foi demonstrado que a via IMD
controla a resisténcia de anofelinos a P. falciparum (GARVER et al., 2009).

2.7.3.3 Via Toll

Receptores Toll foram descritos pela primeira vez em D. melanogaster. Em 1997 foi
identificado e caracterizado um homologo da proteina Toll em humanos sendo denominado
de receptor Toll-like (MEDZHITOV et al., 1997). A partir desta data, dez receptores Toll
humanos foram identificados e classificados (TLRI1-10) exercendo papel importante na
deteccdo e reconhecimento de patdgenos e na inducdo de atividade antimicrobiana pela
ativacdo dos sistemas de imunidade inata e adquirida (ARANCIBIA et al., 2007; BOWIE,
2007), porém, enquanto todos TLRs de humanos possuem fungdes relacionadas a imunidade,
somente alguns TLRs de inseto possui funcao imune (ILMER; ZHENG, 2004).

Os receptores Toll-like 1, 2, 4, 5, 6 estdo presentes na membrana plasmatica, de modo
que eles contétm dominios intracelular, devido a presenga de proteinas do tipo TIR e
extracelular (repetigdes ricas em leucina - LRR), enquanto que os receptores Toll-like 3, 7, 8,
9 e 10 estao localizados intracelularmente, ou seja, nos endossomos e nao possuem dominio
extracelular. O dominio TIR ¢ a porg¢do citoplasmatica e apresenta uma alta similaridade com
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a porgdo citoplasmatica dos receptores da familia de Interleucina-1 (IL-1) e por isso seu
dominio ¢ chamado de Toll/IL-1 (TIR) requerido para iniciar a geragdo dos sinais
intracelulares. Apenas desta similaridade, a por¢dao extracelular de ambos receptores €
estruturalmente diferente.

Alguns receptores Toll-/ike funcionam aos pares de modo que esta associacao forma
um receptor ativo simples. O dimero TLRI-TLR2 reconhece os PAMPs de bactérias gram-
positivas, incluindo lipoproteinas, lipopeptideos, peptideoglicanos e o acido lipoteicdico. A
associacdo TLR2-TLR6 ¢ responsavel pelo reconhecimento do acido lipoteicoico da parede
de bactérias gram-positivas ¢ do zimosan (polissacarideo derivado de fungos). O dimero
TLR4-TLR4 reconhece o lipopolissacarideo da parede celular de bactérias gram-negativas, a
proteina F de alguns virus e outros constituintes do hospedeiro como os oligossacarideos do
acido hialuronico e o fibrinogénio. O dimero TLR7-TLR8 ¢ responsavel pelo reconhecimento
do RNA viral de fita simples do virus da gripe. O TLR2 reconhece o glicosilfosfatidilinositol
de alguns parasitos, a exemplo do Trypanosoma cruzi. O TLR3 liga-se a fita dupla do RNA
viral. O TLRS reconhece a flagelina de algumas bactérias gram-positivas e negativas. O TLR9
¢ responsavel pelo reconhecimento do DNA bacteriano e viral. Em relacdo ao TLR10, sua
funcdo permanece desconhecida (KUMAR et al., 2009; PAPADIMITRAKI et al., 2007).
Cada receptor Toll-like tem sua propria via de sinalizagdo intrinseca e induz respostas
biologicas especificas contra microrganismos.

Em D. melanogaster, esta via, além de fun¢des imunes como a producao de peptideos
antimicrobianos e antifungicos, desempenha fungdes relacionadas a ontogenia (BELVIN;
ANDERSON, 1996; LEMAITRE et al., 1996). A via Toll em D. melanogaster, como vista na
figura 4, ¢ muito similar a cascata ativada pela citocina IL-1 e TLRs de vertebrados, o que
sugere uma origem comum para estas duas vias. A via de sinalizacao Toll ¢ desencadeada
pela ligacdo de PAMPs de microrganismos como bactérias ou fungos a PRRs (PGRPs ou
GNBPs). Essa ligacao ativa uma cascata de serino proteases que cliva a proteina Spatzle. A
ligacdo da Spatzle (clivada) ao receptor Toll (que contem repeticdes de leucina, LRRs -
leucine-rich repeats) faz com que o receptor sofra alteracdes conformacionais que resultam
no recrutamento de pelo menos trés proteinas com dominios Death (MyD88, Tube e Pelle).
MyD88 e Tube compartilham o dominio TIR semelhante a Toll e possivelmente interagem
diretamente. Pelle contem um dominio adicional de serina-treonina quinase € por isso pode
estar envolvido na via de degradagdo proteolitica de Cactus, proteina homologa a IkB. A
degradacao do repressor negativo da via permite que as proteinas homodlogas ao NF-«xB,
Dorsal (maioria dos artropodes) e Diff (Drosophila), se transloquem para o nucleo e
promovam a transcricdo de genes efetores, como por exemplo, o PAM drosomicina
(LEMAITRE; HOFFMANN, 2007).

Embora os receptores do tipo Toll em D. melanogaster estejam envolvidos com o
reconhecimento dos patogenos, eles ndo podem ser considerados um RPR, uma vez que foi
identificado apenas um ligante deste receptor, a forma clivada da proteina “Spatzler”.
Diferentemente de Drosophila, em vertebrados, os receptores do tipo Toll sdo considerados
RPRs, pois eles se ligam diretamente aos PAMPs (LAVINE; STRAND, 2002).

A infec¢do de Drosophila por B. bassiana leva a expressdo de outros genes Toll
através de uma ativagao seletiva da via Toll (LEMAITRE et al., 1997; DE GREGORIO et al.,
2001) mediada pela via GNBP 3, que detecta -1,3-glicano, um componente da parede celular
de fungos, e ativa os trés passos da cascata de serino-proteinases para ativagao desta via de
sinalizagdo (GOTTAR et al., 2006). Por outro lado, a ativacao da via Toll por bactérias gram-
positivas envolve duas proteinas extracelulares, uma proteina de reconhecimento do
peptidoglicano, PGRP-SA (MICHEL et al., 2001) e uma GNBP 1 (GOBERT et al., 2003).

Estudos realizados com mutantes de Drosophila Toll-deficientes mostraram aumento
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da susceptibilidade ao fungo B. bassiana (TZOU et al., 2002), porém os mecanismos de
mediacdo de resisténcia da via Toll contra este entomopatégeno ainda ndo estdo estabelecidos
(LEMAITRE; HOFFMANN, 2007).
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Figura 4. Desenho esquematico da Via toll de Drosophila melanogaster modificado de LEMAITRE e
HOFFMANN, 2007).
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Carrapatos

Fémeas de R. (B.) microplus completamente ingurgitadas, denominadas teledginas,
foram obtidas de bovinos infestados artificialmente e mantidos em baias localizadas na
Estacdo para Pesquisas Parasitoldogicas Wilhemn Otto Neitz (EPPWON), do Departamento de
Parasitologia Animal, Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, situada em Seropédica - RJ, entre os paralelos 22°49’ ¢ 22°45’ de latitude sul, e os
meridianos 43°38” e 43°42° de longitude oeste de Greenwich, com altitude de 33 metros e
clima subtropical.

No 21° dia apos a infestagdo, as fémeas ingurgitadas oriundas de queda natural foram
coletadas do piso das baias dos bezerros e levadas ao Laboratorio de Controle Microbiano,
lavadas em agua corrente e posteriormente imersas em uma solugdo de hipoclorito de sédio a
1%, por trés minutos para assepsia da cuticula. Apds serem secas em papel toalha, as fémeas
foram submetidas aos tratamentos ¢ mantida em placas de Petri em estufa tipo Demanda
Bioldgica de Oxigénio (B.0.D.) a temperatura de 27 £1°C e umidade relativa > 80%.

3.2 Identificacdo e Alinhamento de Receptores Toll-Like e suas Regioes TIR

A fim de identificar genes de R. (B.) microplus que codificam possiveis homologos de
receptores Toll, pesquisamos através do uso do algoritmo (tblastn na versdao 2.1) genes
indexados de R. (B.)) microplus mno banco de dados disponivel em
http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/tgipage.html.

Para tal usamos como pergunta as sequéncias do dominio TIR (Toll/receptor
interleucina-1) de Toll8-like de Anopheles gambiae (XP_551799.2) e TollD de Drosophila
melanogaster (NP _733166.1) em busca de transcritos homologos, visto que o genoma do
carrapato bovino ndo foi ainda sequenciado. Foram identificadas duas sequéncias de EST
(expressed sequences tag) que correspondem a sequéncias parciais que codificam os dominios
C-terminais de possiveis receptores Toll com elevada similaridade com as sequéncias
utilizadas como sonda, denominadas RmToll-like (CV447238) e RmToll8-like (TC23602)
(TIGR B. microplus Gene Index). Nos detectamos outros EST com repeti¢des de sequéncias
ricas em leucina (LRR) e dominios de receptores Toll, mas restringimos a nossa analise aos
EST contendo a sequéncia TIR, considerada a assinatura de receptores “toll-/ike”. Tal
pesquisa foi realizada em 2008, quando este trabalho foi iniciado.

Recentemente um grupo de cientistas ligados ao INCT-EM (Instituto Nacional de
Ciéncia e Tecnologia — Entomologia Molecular) fez um novo transcriptoma de tecidos deste
animal. Para tal foi extraido mRNA de glandula salivar, ovéarios, corpo gorduroso, singanglio,
células digestivas de fémeas teledgenas e separadamente de fémeas partendgenas e embrides e
este material foi utilizado para produzir bibliotecas de cDNA para sequenciamento.

A andlise pos-genomica dos dados deste sequenciamento esta sendo coordenada pela
Dra Gloéria Regina Cardoso Braz, com a colaboragdao do Dr. Jos¢ Marcos Ribeiro, NIAID,
NIH — USA e do Dr. Rafael Dias Mesquita, IQ-UFRJ. Como este ectoparasito ainda nao teve
seu genoma sequenciado, este tipo de estratégia nos permitiu obter informagdes mais
completas sobre seus genes expressos. Foi realizada uma busca neste banco de dados
utilizando como sequéncias pergunta as sequéncias previamente encontradas no TIGR B.
microplus Gene Index nos levou a obter a sequéncia completa referente ao gene RmToll-like.

O Alinhamento foi realizado utilizando o algoritmo Clustall-W2 de multiplas
sequéncias foi realizado comparando as sequéncias de proteinas dos dois homodlogos R. (B.)
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microplus (RmToll-like ¢ RmToll8-/ike) e os dominios correspondentes a isoformas de
receptores Toll de D. melanogaster (DmTollC-NP_001262995.1, DmTolIB-NP 524518.1,
DmTolID-NP 733166.1, DmToll4-NP _523519.2, DmToll6-NP_524081.1, DmToll7-
NP_523797.1, DmToll9-NP_649214.1, DmTollo-NP 524757.1, DmTehao-NP_477438.1,
Dml8weeler-NP _476814.1, DmMstProx-NP _649719.2), Aedes aegypti  (AaToll-
XP 001655730.1, AaToll-XP_001663801.1, AaToll-XP_001653990.1, AaToll-
XP 001660216.1, AaToll-XP_001658507.1, AaToll-XP_001658496.1, AaToll-
XP 001650338.1, AaToll-XP_001649813.1, AaToll-XP_001647905.1, AaToll-
XP 001649808.1, AaToll-XP_001648238.1), Ixodes scapularis (IxToll-XP_002400628.1,
IxTolI8-XP 002402229, IxToll-XP_002406803, IxToll-XP_002406802, IxTollA-
XP 002399580.1, IxToll-XP_ 002406804, IxToll-XP_002400887), Homo sapiens (HsToll-
liked-NP_612564.1, HsToll-like2-NP_003255.2, HsToll-like5-NP_003259.2, HsToll-/ikel0-
NP _112218.2, HsToll-/ike9-NP_059138.1,  HsToll-likel-NP_003254.2,  HsToll-like7-
NP_057646.1, HsToll-/like3-NP_003256.1, HsToll-like§8-NP_619542.1,  HsToll-/ike6-
NP_006059.2), Anopheles gambiae (AgToll-XP 309197, AgToll-AAL37901.1, AgToll-
like6-XP_320172.2, AgToll-like5-XP_560220.3, AgToll-like7-XP_320221.4, AgToll-likel A-
XP 311355.3) e Rhipicephalus pulchellus (RpToll-like-JAA59716.1, RpToll-like6-
JAA63491.1) estas sequéncias foram obtidas no http://www.ncbi.nlm.nih.gov/.

Uma arvore filogenética foi construida utilizando-se o algoritmo baseado no método
de “Neighbour-joining”, através do método de comparagao de nucleotideos de Jukes-Cantor e
analisadas pelo método de bootstrap com 500 replicacdes, para isso utilizou-se o programa
Mega 5.0 (KUMAR et al., 2004).

3.3 Coleta da Hemolinfa

Fémeas completamente ingurgitadas foram incubadas a 27 + 1°C e UR > 80% até a
coleta da hemolinfa. Para a coleta da hemolinfa, a superficie dorsal da cuticula das fémeas
ingurgitadas foi perfurada com auxilio de agulha de insulina 0,3 mm. Com uma suave pressao
sobre o corpo do carrapato, a hemolinfa foi coletada com um capilar de vidro 0,3 mm
acoplado a uma borracha flexivel, que apresentava uma ponteira estéril em sua outra
extremidade. Em seguida, a hemolinfa foi transferida para microtubos e armazenados a -20° C
até serem processadas.

3.4 Disseccao do Corpo Gorduroso

Para a obtengao dos corpos gordurosos, as fémeas completamente ingurgitadas foram
dissecadas sob microscopio estereoscopico. Primeiramente cada exemplar de R. (B.)
microplus foi pressionado na regido anterior com o auxilio de uma pinga estéril. A cuticula
anterior foi cuidadosamente cortada utilizando-se um bisturi, evitando-se dessa forma o
rompimento dos orgdos internos. A fémea entdo foi imersa em solug¢dao salina tamponada
estéril preparado com agua apirogénica (PBS - § mM de Na,HPO,, 12H,0, 1,5 mM de
KH,POy4, 137 mM de NaCl e 2,7 mM de KCI, pH 7,2) e os 6rgaos foram empurrados para
fora com o auxilio de uma pinga estéril. Em seguida, o corpo gorduroso foi separado dos
demais orgaos internos e transferido para microtubos e armazenados a -20° C até serem
processados.

3.5 Disseccao de Célula Digestiva

Fémeas completamente ingurgitadas foram dissecada em PBS gelado estéril.
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Primeiramente cada exemplar de R. (B.) microplus foi pressionado na regido anterior com o
auxilio de uma pinga. A cuticula anterior foi cuidadosamente cortada utilizando-se um bisturi,
evitando-se dessa forma o rompimento dos 6rgaos internos. A fémea entdo foi imersa em PBS
gelado e os 6rgaos foram empurrados para fora com o auxilio de uma pingca. Em placas de
Petri estéreis as células digestivas foram separadas a partir da parede do intestino. As células
foram cuidadosamente recolhidas utilizando uma pipeta de 1mL, lavadas trés vezes com o
mesmo tampao e entdo colocadas em microtubos e armazenadas a -20°C até serem
processadas.

3.6 Disseccao de Gliandula Salivar

Fémeas parcialmente ingurgitadas foram fixadas em placa de Petri com duas agulhas e
foram feitas incisdes ao longo das margens de seu escudo dorsal, visando abertura com
exposicao de seu aparelho digestivo. Procedeu a identificagdo, separagdo e remog¢ao das
glandulas salivares, colocando-as em microtubos e armazenadas a -20°C até serem
processadas.

3.7 Extracio de RNA e Reac¢do em Cadeia da Polimerase Quantitativa (qPCR) de
Células e Tecidos de Carrapato

O RNA das células e tecidos de teledginas de R. (B.) microplus foi extraido apos os
tratamentos usando Reagente Tryzol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) seguindo as instrugdes
do fabricante. O RNA foi submetido ao tratamento com DNAse I (Fermentas) e o cDNA foi
sintetizado usando um kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA).

Os  oligonucleotideos  foram  desenhados no  programa  Primer-blast
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast) e sintetizados pela Invitrogen Life
Tecnologies (Tabela 1). O qPCR foi realizado em uma StepOnePlus Real Time PCR System
(Applied Biosystems) usando Power SYBR® Green PCR Master MIX (Applied Biosystems),
de acordo com as condig¢des a seguir: o mix de reacdo contento os oligonucleotideos RmToll-
like e RmToll8-/ike foi pré-incubados durante 5 min a 96°C, e amplificada por 40 ciclos de
desnaturagdo a 96°C durante 45s, ¢ hibridacdo a 52°C durante 45s e extensao a 72°C durante
45s. O mix de reacdo contento os oligonucleotideos para Microplusina (FOGACA et al.,
2004), Defensina (FOGACA et al., 2004; ESTEVES et al., 2009) e Ixodidina (FOGACA et
al., 2004) foram pré-incubados durante 5Smin a 96°C, e amplificada por 40 ciclos de
desnaturagdo a 94°C durante 40s, ¢ hibridagcdo a 60°C durante 30s e extensao a 72°C durante
Imin.

Todos as reagdes de qPCR foram realizadas em triplicata, em trés experimentos
independentes em placas de 96 pogos. O Método de comparacao de Ct foi utilizado para
comparar as alteragdes nos niveis de expressao de genes (Livak e Schmittgen, 2001). Actina
foi utilizada como controle endégeno. A andlise estatistica utilizada foi one-way ANOVA,
teste de Tukey.
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Tabela 1. Oligonucleotideos gene especifico utilizado na qPCR. Desenhados usando primer-blast
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast) e sintetizados pela Invitrogen life Technologies.

Nome

Sequéncia (5’-3°)

RmToll-like-F
RmToll-like-R
RmToll8-/ike-F
RmToll8-/ike-R
Microplusina-F
Microplusina-R
Defensina-F
Defensina-R
Ixodidina-F
Ixodidina-R
Drosomicina-/ike-F
Drosomicina-/ike-R
3-Actina-F
3-Actina-R
3-Tubulina-F
3-Tubulina-R

ACTGTTGAGGACCAAATTGC
TTTCTTGGAGGTGCCACTAC
TACCGACGCCAACTGAAGCT
CTACACGTTTCCAGCTCAGCAG
TGAAGGCCATCTTGTGTCCG
TGGTCGTGCTCATGGTGGGCTTC
GCAAGAAGGTTGCTAAAATGCG
TGCTAAAGTAAAGCGCAGTGT
CAAAATGCAGTCCCGTTACGT
TGCCGCACTGGTTGAAGAC
CATATGCCTTGTCTTCGTCC
GTGTCTGTGACAGGCTCCTT
CGTTCCTGGGTATGGAATC
ACGTCGCACTTCATGATGG
TCCTTCGTACGGTGACCTGA
CGAGCTTGCGAAGATCAGAG

3.8 Western Blot

As amostras de tecidos e células de fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus foram
homogeinezados em tampdo de lise gelado (PBS contendo 0,01 % Triton-20 e inibidor de
protease: 2 mM PMSF (Fluoreto de fenilmetilsufonil) e coquetel de inibidor de proteases
Complete (Roche). Posteriormente, as amostras foram desnaturadas pela adi¢do de tampao de
amostra (50 mM Tris pH 6,8, 2% SDS (sodium dodecyl sulfate), 0,1% Bromophenol e 10%
glicerol) e 100 mM DTT (Dithiothreitol). As amostras sdo incubadas a 100°C por 8 minutos e
centrifugadas, (13.000 g, 5 min, 4°C) para descartar os debris. Entdo, o precipitado foi
descartado e o sobrenadante acondicionado a —80°C, até o uso.

Antes do tratamento de desnaturagdo, uma aliquota de cada homogenato foi utilizada
para quantificacao de proteina total pelo método de Lowry modificado (MARKWELL et al.,
1978). Quantidades iguais de proteinas (40ug) de cada homogenato foram separadas por
eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate - polyacrylamide
gels electrophoresis)10% no tampao de corrida (25mM Tris, 250 mM glicina e 0,1% SDS)
com corrente constante de 30 mA. As amostras separadas no gel sdo transferidas para
membrana de PVDF (Biorad) em voltagem constante de 80 V, com o tampao de transferéncia
(25mM Tris, 250mM glicina, 0,1% SDS e 20% de metanol).

ApoOs a transferéncia, a membrana foi lavada em TBS-T (Tris 50 mM, NaCl 0,1 M, Tween
0,05%, pH 7,2) e depois incubada por 1 hora a temperatura ambiente com PBT (solugdao
salina tamponada contendo Tween) contendo 1,5% de BSA (Albumina de soro bovino) para
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bloquear ligagdes inespecificas. A membrana foi entdo incubada com anticorpo primario
policlonal, feito em coelho, anti-Toll (d-300) (Santa Cruz) na dilui¢do 1:500, por uma noite a
4°C. Apos lavagens em TBS-T a membrana foi incubada a temperatura ambiente por 1 hora
sob agitacdo continua, na presenca de um anticorpo secundario, anti-coelho conjugado a
peroxidase na dilui¢ao 1:2.000 em TBS-T.

Apos as lavagens a membrana foi incubada com um substrato quimioluminescente da
Pierce (SuperSignal West Pico) por 4 minutos sob agitacdo a temperatura ambiente. A
revelacao foi realizada em um sistema de revelacao da Kodak, utilizando filme Bio Max light-
1 film para a detec¢ao da quimioluminescéncia.

Para garantir um carregamento de proteina equivalente, as membranas tiveram os
anticorpos desligados em 200mM de tampao de glicina-HCL contendo SDS a 1%, pH 2.2, a
temperatura ambiente, e re-sondadas com anticorpo anti-aTubulina (DM1a, Sigma, 1:4.000).

Os niveis de proteina Toll foram determinadas por andlise densitométrica em
computador utilizando a func¢ao histograma de Photoshop e normalizados contra tubulina.

Os resultados sdo expressos como a média + erro padrao da média. A andlise
estatistica utilizada foi one-way ANOVA, teste de Tukey.

3.9 Marcac¢ao com Anticorpo — Microscopia Confocal

As amostras de tecidos e células de fémeas ingurgitadas de R. (B.) microplus foram
dissecadas em PBS gelado e fixadas por 40 minutos em PBS contendo 4% de formaldeido
(Merck) a temperatura ambiente. O material foi lavado em PBT (PBS + Tween 0.01 %) e
entdo bloqueado por 1 hora com 5% soro normal de cabra (Vector) em PBT a temperatura
ambiente

As amostras foram incubadas por uma noite com o anticorpo policlonal primario de
coelho anti-Toll (d-300, Santa Cruz) na dilui¢ao de 1:100 e anticorpo monoclonal primario de
camundongo anti-actina (Cell Signaling) na diluicdo 1:400 a 4 °C. Subsequentemente os
corpos gordurosos foram lavados em PBT e incubados por 2 horas com anticorpo secundario
marcado fluorescentemente (Molecular Probes): Alexa Fluor 488 feito em cabra anti-coelho e
Alexa Fluor 647 de burro anti-camundongo na diluicdo 1:400 a temperatura ambiente. Para
marcacao do nucleo utilizou DAPI (4 ',6-diamidino-2-fenilindol) na dilui¢ao 1:500.

Para obtencdo de imagens as amostras foram mantidas em glicerol 70% em &agua e
fotografadas usando um microscopio confocal Leica SP5.

3.10 Obtenc¢ao e Manutenc¢ao dos Isolados Fungicos

Os isolados dos fungos entomopatogénicos utilizados nos experimentos foram
Beauveria bassiana (Bb 986), isolado do carrapato R. (B.) microplus e cedido pelo
Departamento de Entomologia da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, da
Universidade de Sao Paulo (USP), Brasil e o fungo Beauveria bassiana (Bb 22), isolado do
carrapato R. (B.) microplus cedido pelo Laboratério de Controle Microbiano de Artropodes de
Importancia Veterinaria da UFRRJ, onde ambos sdo mantidos.

Para o presente bioensaio, estes isolados foram repicados em placas de Petri (95 mm x
15 mm) contendo meio BDA (Batata, Dextrose ¢ Agar) (Merck) e mantidos em estufa
regulada a 25 £1°C e umidade relativa > 80% por 15 dias. Decorrido esse periodo, as placas
foram armazenadas em refrigerador sob temperatura de 5°C até a realiza¢ao dos bioensaios.
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3.11 Extracdo de RNA e Reacdo em Cadeia da Polimerase-Trancriptase Reversa (RT-
PCR) de B. bassiana 968

Para obtencao da amostra de B. bassiana 986 a placa contendo o fungo foi raspada
com o auxilio de uma espatula, e 50 mg do fungo foram depositado em um cadinho, onde foi
adicionado nitrogénio liquido, em seguida procedeu-se a maceragdo até a obtengdo de um po
branco o qual foi transferido para um microtubos.

Posteriormente foi adicionado 1mL de Reagente Tryzol (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) prosseguindo com a extragao do RNA seguindo as instru¢des do fabricante. O RNA foi
submetido ao tratamento com DNAse I (Fermentas) e o cDNA foi sintetizado usando um kit
High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

Os  oligonucleotideos  foram  desenhados no  programa  primer-blast
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast) e sintetizados pela [Invitrogen Life
Tecnologies (Tabela 1). O PCR foi realizado em uma Veriti 96 well thermal cycler (Applied
Biosystems) usando PCR Master Mix (2x) (Fermentas) de acordo com as condigdes a seguir:
pré-incubados durante Smin a 96°C, e amplificada por 40 ciclos de desnaturagdo a 96°C
durante 45s, e hibridagdo a 52°C durante 45s e extensdao a 72°C durante 45s.

3.12 Elaboracio das Suspensoes e Quantificacio dos Indculos

A suspensdo conidial foi preparada a partir do crescimento dos isolados em placas de
Petri, contendo meio de cultura BDA. Para realizacdo da suspensao fingica na concentragao
10° conidios.mL™, a superficie da placa de Petri foi raspada com auxilio de um al¢a e uma
lamina de bisturi para retirada dos conidios, que foram suspensos em 10mL de PBS estéril
preparado com agua apirogénica e em seguida foram homogeneizados por trés minutos no
vortex. Um volume de 10uL da suspensao foi colocada na Camara de Neubauer e examinada
sob microscopio de luz, para a quantificacao dos conidios segundo Alves (1998).

3.13 Viabilidade das Suspensoes de Conidios

Uma aliquota de 10pl da suspensdo na concentracdo 10° conidios.mL™" do isolado de
B. bassiana foi colocada em placas de Petri contendo meio de cultura BDA e antibiotico
cloranfenicol 0,5% (500 mg de cloranfenicol :1 litro de meio de cultura). As placas foram
mantidas em estufa tipo (B.O.D) sob temperatura de 25 £ 1°C e umidade relativa > 80% e
avaliadas apds 24 horas para quantificagdo da viabilidade dos conidios. O calculo da
germinagdo dos conidios foi realizado segundo Alves (1998). Os conidios das suspensdes dos
isolados de B. bassiana utilizadas nos bioensaios apresentaram de 80 a 100% de germinagao
apos 24 h de incubagdo a 25 + 1°C e UR >80%, demonstrando que os fungos estavam aptos a
serem utilizados.

3.14 Bioensaio com Teleoginas Desafiadas com Beauveria bassiana

No 21° dia apds a infestagdo, as teledginas oriundas de queda natural foram coletadas
do piso da baia dos bezerros, lavadas em agua corrente e posteriormente imersas em uma
solugd@o de hipoclorito de sodio a 1%, por trés minutos para assepsia da cuticula. Apos serem
secas em papel toalha, as teledginas com peso entre 0,2 ¢ 0,28g foram selecionadas para o
bioensaio e separadas em grupos homogéneos.

Para a homogeneizagao do peso das fémeas ingurgitadas destinadas ao tratamento, o
numero de classes foi calculado através da formula de Yule (SAMPAIO, 2002), em fungdo do
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numero de observacdes (n). Para a formac¢ao dos grupos, uma fémea de cada classe foi
escolhida aleatoriamente.

Quatro grupos foram formados para o bioensaio: um controle que ndo sofreu injuria,
um grupo controle inoculado apenas com PBS apirogénico estéril, um grupo tratado com
suspensdo na concentragio de 10° conidios.mL” de B. bassiana inativada pelo calor
(autoclavada a 121°C por 20 minutos) e outro grupo inoculado com suspensdo na
concentragio de 10° conidios.mL™ com B. bassiana viavel. Para o bioensaio realizado com a
B. bassiana 986, foram realizados trés experimentos independentes em triplicata, ja com a B.
bassiana 22 foi realizado um experimento em triplicata. Foram inoculados 5 uL. de PBS e das
suspensoes na hemocele das teledginas no forame localizado entre o capitulo e o escudo
dorsal, com auxilio de microscopio estereoscopico, e utilizando-se seringa de insulina ultra

fine.

3.15 Reisolamento do Isolado Fungico apés o Bioensaio

Uma amostra de fémeas ingurgitadas de cada tratamento foi colocada em camara
umida para propiciar o crescimento fungico sobre suas cuticulas. Apds sete dias, as colonias
fingicas que cresceram sobre a cuticula dos cadaveres das fémeas foram semeadas em meio
de cultura BDA acrescido de cloranfenicol (0,05%) e incubadas a 25 + 1°C e UR > 80%
durante 15 dias (SAMSON; EVANS, 1982). Decorrido esse periodo, foi realizada a avaliagdo
das caracteristicas micromorfologicas através da utilizagdo da técnica de microcultivo entre
lamina e laminula (RIVALIER; SEYDEL, 1932). As placas com as culturas foram mantidas
sob as mesmas condi¢des de temperatura e umidade durante 14 dias. Decorrido esse periodo,
foram confeccionadas laminas temporarias coradas em Lactofenol de Amman com azul de
algodao (HAWKSWORTH, 1977) para a identificacao dos fungos. As amostras de fémeas de
R. (B.) microplus submetidas ao tratamento com o isolado fungicos de B. bassiana,
apresentaram desenvolvimento de colonias fungicas apos 10 dias de incubacdo em camara
umida, confirmando que o fungo penetrou e se desenvolveu nos diferentes estagios do
carrapato. E como esperado, as amostras utilizadas no grupo controle ndo demonstraram
desenvolvimento de coldnias.

3.16 Bioensaio com Teledginas Desafiadas com Zimosan

No 21° dia apds a infestagdo, as teledginas oriundas de queda natural foram coletadas
do piso da baia dos bezerros, lavadas em agua corrente e posteriormente imersas em uma
solugd@o de hipoclorito de sodio a 1%, por trés minutos para assepsia da cuticula. Apos serem
secas em papel toalha, as teledginas com peso entre 0,2 ¢ 0,28g foram selecionadas para o
bioensaio e separadas em grupos homogéneos.

Para a homogeneizagao do peso das fémeas ingurgitadas destinadas ao tratamento, o
numero de classes foi calculado através da formula de Yule (SAMPAIO, 2002), em fungdo do
numero de observacdes (n). Para a formac¢ao dos grupos, uma fémea de cada classe foi
escolhida aleatoriamente.

Quatro grupos foram formados para o bioensaio: um controle que ndo sofreu injuria,
um grupo controle inoculado apenas com PBS apirogénico estéril, um grupo tratado com 5 ug
de zimosan (Sigma) que foi preparada em PBS a partir de uma solugao estoque (5,8mg/mL).

Foram realizados experimentos em triplicata. Foram inoculados 5 uLL na hemocele das
teledginas no forame localizado entre o capitulo e o escudo dorsal, com auxilio de
microscopio estereoscopico, e utilizando-se seringa de insulina ultra fine.
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3.17 Curva de Sobrevivéncia

A estimativa de mortalidade das teledginas foi observada diariamente. No primeiro
bioensaio, quatro grupos cada um contendo 20 teledginas foram formados: por um grupo
controle que nao sofreu injuria, um grupo controle inoculado apenas com PBS apirogénico
estéril, um grupo tratado com suspensdo na concentracdo de 10° conidios/mL de B. bassiana
986 inativada pelo calor (autoclavada a 121°C por 20 minutos) ¢ outro grupo inoculado com
suspensdo na concentracio de 10° conidios.mL" com B. bassiana 986 viavel. Estes foram
mantidos em placas de Petri sob temperatura de 25 £ 1°C e umidade relativa > 80%. Os
animais mortos foram quantificados e colocados em camara umida para permitir o
desenvolvimento e exteriorizagdo do fungo, visando a confirmagdo do agente e propiciar o
reisolamento do fungo apds o bioensaio.

No segundo bioensaio, grupos contendo 15 teledginas foram formados: por um grupo
controle que nao sofreu injuria, um grupo controle que somente sofreu injiria, um grupo
controle inoculado apenas com PBS apirogénico estéril e os grupos tratados foram inoculados
com 5ul contendo Sug, 25ug e 50ug zimosan. Comparagdes com controles foram feitos
usando o teste de analise Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn.
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4. RESULTADOS
4.1 Identificacdo e Alinhamento de Receptores Toll-Like e suas Regioes TIR

A busca realizada no banco de dados do novo trancriptoma utilizando como
sequéncias pergunta as sequéncias previamente encontradas no TIGR B. microplus Gene
Index nos levou a obter a sequéncia completa referente ao gene RmToll-/ike. Nao achamos a
sequéncia completa do gene RmToll8-/ike (Figura 5).

Com o objetivo de verificar se as sequéncias por nds obtidas eram ortdlogos de
proteinas toll ou toll-/ike de outros organismos alinhamos as sequéncias de proteinas de R.
(B.) microplus com as sequéncias de proteinas Toll derivadas de genes de diferentes
organismos utilizando o algoritmo Clustall-W2. No alinhamento das sequéncias de proteinas
RmToll-l/ike e RmToll8-/ike deduzidas de R. (B.) microplus com as sequéncias de proteinas de
genes de D. melanogaster, Aedes aegypti, Ixodes scapularis, Homo sapiens, Anopheles
gambiae e Rhipicephalus pulchellus, podemos observar alta similaridade entre elas,
especificamente entre os dominios conservados, como, a regido rica em leucina (LRR) e o
dominio TIR (Anexo A).

A arvore filogenética gerada a partir desse alinhamento mostrou as sequéncias de
proteinas agruparam-se em trés grandes grupos. Dois grandes grupos formados pelos insetos
como D. melanogaster, Aedes aegypti e Anopheles gambiae destacados em verde na figura 6,
que mostraram grande proximidade entre si, no qual os carrapatos entdo inseridos. As duas
sequéncias de interesse a RmToll-like e a RmToll8-like de R. (B.) microplus agrupou-se
juntamente com os demais carrapatos R. pulchellus e 1. scapularis, apresentando um bootstrap
de 100 com o carrapato do mesmo género em vermelho na figura 6. E o outro grupo revelado,
foi com as sequéncias de Homo sapiens, destacados em azul na figura 6.

A
RmToll8-like

1 128 250 378 s00 628 750 878 1000 1044
e e | s I

( TIR_2 Superfamilia

B
RmToll-like
IR
LRRCT 5 | TIR_2 superfamiia !
LRR_8 LRR_8 LRR_8

Figura 5. Esquema das sequéncias das proteinas RmToll-/ike (A) e RmToll8-/ike (B) e suas regides conservadas
LRR_8 (Repeticdo Rica em Leucina), LRRCT (Repeti¢ao Rica em Leucina dominio C-terminal), TIR (Dominio
TIR Toll/receptor interleucina-1) obtidas em (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).
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Figura 6. A arvore filogenética construida a partir do alinhamento das sequéncias obtidas no
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/, de Drosophila melanogaster (Dm), Aedes aegypti (Aa), Ixodes scapularis (Ix),
Homo sapiens (Hs), Anopheles gambiae (Ag) e Rhipicephalus pulchellus (Rp). Utilizou-se o algoritmo baseado
no método de “Neighbour-joining”, através do método de comparagdo de nucleotideos de Jukes-Cantor e
analisadas pelo método de bootstrap com 500 replicacdes, atraves do programa Mega 5.0. Em destaque ¢ as
sequéncias de proteinas dos dois homologos Rhipicephalus (Boophilus) microplus (RmToll-like e RmToll8-/ike).
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4.2 Toll-Like em Carrapato

Devido ao interesse do nosso grupo de pesquisa no estudo do sistema imune inato do
carrapato R. (B.) microplus, investigamos a presenca de receptores Toll-like nos principais
orgaos envolvidos neste processo, como corpo gorduroso, célula digestiva e glandula salivar.

Confirmamos a expressao deste receptor através da técnica de western blot com
anticorpo policlonal Toll (d-300), onde mostramos a presenca de uma proteina Toll-/ike em
embrido, célula digestiva e corpo gorduroso das fémeas totalmente ingurgitadas e em glandula
salivar de fémeas parcialmente ingurgitadas do carrapato R. (B.) microplus (Figura 7).
Quando analisamos as amostra de larva e embrido de D. melanogaster ¢ embrido de carrapato
observamos a presenca de uma banda com um peso molecular de 126 kDa para todas as
amostras analisadas (Figura 7a). Ao analisarmos as amostras de corpo gorduroso, glandula
salivar e célula digestiva, notamos que houve uma variagdo em relagao aos pesos moleculares.
Detectamos as mesmas bandas de 126 kDa em embrido de D. melanogaster e embrido de R.
(B.) microplus. A analise por western blot detectou a migracao de banda de proteina dupla e
unica no corpo gorduroso e glandula salivar do carrapato, respectivamente, estas com 116
kDa (Figura 7b). A banda correspondente a célula digestiva apresentou peso molecular mais
elevado de 141 kDa quando comparado com outros tipos celulares (Figura 7b).
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Figura 7. Proteina Toll-like em embrido, célula digestiva e corpo gorduroso das fémeas totalmente ingurgitadas
e em glandula salivar de fémeas parcialmente ingurgitadas do carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus
por Western blot. 40 ng de proteina separadas por gel 10% SDS-PAGE (a) amostras sem Dtt e (b) amostras com
Dtt. As amostras foram eletrotransferidas para membrana de PVDF (Biorad). As membranas foram incubadas
com anticorpo primario policlonal, feito em coelho, anti-Toll (d-300) (Santa Cruz) na dilui¢do 1:500, por uma
noite a 4 °C. Em seguida incubadas com anticorpo secundario, anti-coelho conjugado a peroxidase na diluigao
1:2.000. Apos a lavagem, as membranas foram incubadas com o substrato chemoluminescent (Pierce) durante 4
minutos & temperatura ambiente, e, em seguida, exposto a filme Bio Max light-1 (Kodak).

Outra técnica utilizada para confirmar a presenga e a localizagdao destas proteina nas
células e tecidos de fémeas de R. (B.) microplus foi a técnica de microscopia confocal, onde
as amostras foram incubadas com anticorpo policlonal Toll (d-300) contra Toll de D.
melanogaster. Como controle positivo para o funcionamento do anticorpo, utilizamos
amostras de embrides de D. melanogaster. Os resultados mostraram fluorescéncia para em
embrides de D. melanogaster e de carrapato (Figura 8). Entretanto, na microscopia em célula
digestiva nao foi possivel quantificar a marcag¢ao exata, pois houve marcagdo inespecifica
quando incubamos as amostras somente com o anticorpo secundario (Figura 9).

Os resultados mostraram a proteina Toll ¢ difusa no citoplasma ou concentrada nas
vesiculas intracelulares nas glandulas salivares, em parte, co-localizada com coloracao de
fosfo-tirosina (Figura 10). Observou-se também a presenga de marcacao de Toll no corpo
gorduroso. Neste, Toll esta presente em trofocitos arredondados, distribuidos na membrana
plasmatica, e ausentes nos trofécitos cuboidais. Em alguns trofocitos arredondado a marcacao
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¢ restrita a vesiculas intracelulares, parcialmente co-localizadas com coloragao fosfo-tirosina
(Figura 11).
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Figura 8. Imunomarcacdo de proteinas Toll-Like (seta) em embrides de Rhipicephalus
(Boophilus) microplus (A e B) incubados com o anticorpo policlonal primario de coelho anti-
Toll (d-300, Santa Cruz) 1:100 (Toll). Como controle foi utilizado anticorpo policlonal
primario camundongo anti-p-Tyrosina (Cell Signaling) 1:400 (p-Tyr) e para marcagcao do
nucleo DAPI, 1:500 (Dapi). Anticorpo secundario marcado fluorescentemente (Molecular
Probes): Alexa Fluor 488 ¢ Alexa Fluor 647, 1:400. Merge - sobreposi¢ao das imagens.
Imagens fotografadas usando microscopio confocal Leica SP5. Barra de escala: A-20um, B-
40um.
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Figura 9. Imunomarcacdo de proteinas Toll-Like em célula digestiva de Rhipicephalus
(Boophilus) microplus incubada com o anticorpo policlonal primario coelho anti-Toll (d-300,
Santa Cruz) 1:100 (Toll). Como controle foi utilizado anticorpo policlonal primario
camundongo anti-p-Tyrosina (Cell Signaling) 1:400 (p-Tyr) e para marcagdo do nucleo
DAPI, 1:500 (Dapi). Anticorpo secundario marcado fluorescentemente (Molecular Probes):
Alexa Fluor 488 cabra anti-coelho e Alexa Fluor 647 burro anti-camundongo, 1:400 (A).
Célula digestiva incubada com anticorpo secundario marcado fluorescentemente (Molecular
Probes): Alexa Fluor 488 e Alexa Fluor 647, 1:400 (B). Merge - sobreposi¢ao das imagens.
Imagens fotografadas usando microscopio confocal Leica SP5. Barra de escala: A-B-40um.
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Figura 10. Imunomarcagcdo de proteinas Toll-Like em glandula salivar de Rhipicephalus
(Boophilus) microplus. Proteina Toll difusa no citoplasma (cabeca de seta) e proteina Toll
concentrada nas vesiculas intracelulares em parte, co-localizada com coloragdao de fosfo-
tirosina (seta). Glandulas salivares foram incubadas com o anticorpo policlonal primario
coelho anti-Toll (d-300, Santa Cruz) 1:100 (Tell). Como controle foi utilizado anticorpo
policlonal primario camundongo anti-p-Tyrosina (Cell Signaling) 1:400 (p-Tyr) e para
marcacao do ntcleo DAPI, 1:500 (Dapi). Anticorpo secundario marcado fluorescentemente
(Molecular Probes): Alexa Fluor 488 cabra anti-coelho ¢ Alexa Fluor 647 burro anti-
camundongo, 1:400 (A). Glandula salivar incubada com anticorpo secundario marcado
fluorescentemente (Molecular Probes): Alexa Fluor 488 e Alexa Fluor 647, 1:400 (B). Merge
- sobreposi¢cdo das imagens. Imagens fotografadas usando microscopio confocal Leica SP5.
Barra de escala: A-B-40um.
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Figura 11. Imunomarcacao de proteinas Toll-Like em corpo gorduroso de Rhipicephalus
(Boophilus) microplus. Proteina toll esta presente em trofocitos arredondados, distribuidos na
membrana plasmatica (seta) e em alguns trofécitos arredondado a marcagdo ¢ restrita a
vesiculas intracelulares (cabega de seta) parcialmente co-localizadas com coloragdo fosfo-
tirosina. Corpo gorduroso foi incubado com o anticorpo policlonal primério coelho anti-Toll
(d-300, Santa Cruz) 1:100 (Toll). Como controle foi utilizado anticorpo policlonal primario
camundongo anti-p-Tyrosina (Cell Signaling) 1:400 (p-Tyr) e para marcagdo do nucleo
DAPI, 1:500 (Dapi). Anticorpo secundario marcado fluorescentemente (Molecular Probes):
Alexa Fluor 488 cabra anti-coelho e Alexa Fluor 647 burro anti-camundongo, 1:400 (A e B).
Corpo gorduroso incubado com anticorpo secundario marcado fluorescentemente (Molecular
Probes): Alexa Fluor 488 ¢ Alexa Fluor 647, 1:400 (C). Merge - sobreposi¢ao das imagens.
Imagens fotografadas usando microscopio confocal Leica SP5. Barra de escala: A-B-20um,
C-40pm.
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4.3 Toll-Like em Corpo Gorduroso

Como corpo gorduroso representa um importante 6rgao de defesa imune nos optamos
por estudar mais profundamente a expressao dos receptores RmToll-/ike neste tecido 6, 24 ¢
48 horas apo6s a queda dos carrapatos do bovino. Como podemos observar na figura 12 houve
um aumento, porém, nao significativo, dos genes RmToll-/ike (Figura 12a) e RmToll8-/ike
(Figura 12b) em corpo gorduroso 48 horas apds a queda dos carrapatos dos bovinos, em
relagdo aos outros tempos avaliados.
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Figura 12. Aumento da expressdo dos genes RmToll-like (a) e RmToll8-like (b) por gPCR em corpo gorduroso
de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus 6, 24 e 48 horas apos a queda dos carrapatos do
bovino. RNA obtido de 4 carrapatos/pool em trés experimentos independentes. B- actina foi utilizada como
normalizador. Os dados sdo mostrados média + erro padrdo. * p < 0.05; one-way ANOVA; teste de Tukey.

Analisamos também a razao entre a expressao destes receptores para saber o quanto os
receptores RmToll-like sdo expressos em relacio ao RmToll8-/ike. Observamos que o
receptor RmToll-like ¢ expresso mais de 100 vezes em relagdo ao receptor RmToll8-/ike 6h
ap6s a queda do carrapatos do bovino, apesar desta diferenca na expressao nao ser
estatisticamente significativa. Observamos também que com o passar do tempo esta diferenca
declina, chegando a menos de 50 vezes 48h apos a queda (Figura 13).
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Figura 13. RmToll-like ¢ mais expresso em corpo gorduroso de fé€meas ingurgitadas de Rhipicephalus
(Boophilus) microplus que RmToll8-/ike, 6, 24 ¢ 48 horas apos a queda dos carrapatos do bovino. RNA obtido
de 4 carrapatos/pool em trés experimentos independentes, analise da expresdo por q-PCR. B- actina foi utilizada
como normalizador. Os dados mostrados sdo média + erro padrdo. * p < 0.05; one-way ANOVA,; teste de Tukey.
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4.4 Toll-Like em Beauveria bassiana 986

Para confirmar que as sequéncias dos genes de Toll-/ike detectadas em amostras de
carrapatos desafiados com fungo seriam apenas sequéncias oriundas do proprio carrapato,
realizamos um RT-PCR com amostras do fungo B. bassiana.

Como podemos ver na figura 14 o fungo B. bassiana ndo expressa os receptores
RmToll-like ¢ RmToll8-like nem actina, uma vez que ndao houve amplificacdo para estes
genes. Mas podemos ver a presenca de tubulina nestes organismos, mostrando que o cDNA
estava viavel. Como controle usamos um cDNA de corpo gorduroso que amplificou para
actina.

Figura 14. Auséncia de recptor Toll-like em Beauveria bassiana. Eletroforese em gel de agarose 1,8% de
produtos de amplificagdo por RT-PCR de cDNA de Beauveria bassiana 986 ¢ cDNA de corpo gordurosos de
Rhipicephalus (Boophilus) microplus. Linhas 1, 3, 5 e 7 amostras com cDNA de Beauveria bassiana, Linhas 2,
4, 6 e 8 controle negativo sem o cDNA de Beauveria bassiana. Linha 9 amostras de cDNA de corpo gorduroso
de Rhipicephalus (Boophilus) microplus ¢ 10 amostras sem o cDNA de corpo gorduroso de Rhipicephalus
(Boophilus) microplus incubados com B-Actina utilizado como controle. M- marcador de peso melecular de
100pb.

4.5 Curva de Sobrevivéncia de Carrapatos Tratados com B. bassiana 986

O percentual de sobrevivéncia das teledginas foi observado diariamente, até o 20° dia
apos a realizacdo do tratamento das mesmas com PBS, B. bassiana 986 inativada pelo calor e
B. bassiana 986 viavel (Figura 15). Os resultados obtidos mostram que B. bassiana 986
viavel € patogénica para o carrapato R. (B). microplus, causando a mortalidade de todos os
individuos no 10° dia ap6s o tratamento, enquanto os tratamentos nao injetado, inoculado
somente com PBS e B. bassiana 986 inativada pelo calor ndo diferiram entre si.
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Figura 15. Mortalidade de fémeas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus apos o tratamento com Beauveria
bassiana. (w) Nio injetado; (e) PBS; (A) Beauveria bassiana inativada (10°conidi. mL™"); (#) Beauveria
bassiana  (10° conidios.mL™"). Foram usados 15 carrapatos por tratamento, observados durante 20 dias.
Comparacdes com controles foram feitos usando o teste de analise Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn.
*** p <0,001.

4.6 Toll-Like em Carrapatos Tratados com B. bassiana 986

Analisamos a expresdo destes receptores nos principais orgaos de defesa como, corpo
gorduroso, hemocitos e célula digestiva. A expressdao génica dos receptores Toll-like foi
avaliada por qPCR 6h apos a infeccao por B.bassiana.

Verificamos que a expressdao dos genes RmToll-/ike ¢ RmToll8-like foi modulada
positivamente no corpo gorduroso em relacdo ao controle com PBS (Figura 16a). Em
hemocitos podemos observar um leve aumento da expressao de RmToll-/ike (Figura 16b) e
em células digestivas detectamos um aumento da expressao do RmToll8-/ike apds o desafio
com o fungo entomopatogénico B. bassiana (Figura 16c).
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Figura 16. Expressdo dos genes RmToll-/ike (a) e RmToll8-/ike (b) por gPCR em corpo gorduroso, hemdcitos e
célula digestiva de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus 6 horas ap6s o tratamento com
suspensdo de Beauveria bassiana 986 na concentracio de 10° conidios.mL’. Foram dissecados 15
carrapatos/pool para hemocito e 4 carrapatos/pool para célula digestiva e corpo gorduroso. - actina foi utilizada
como normalizador. Os dados s3o mostrados como media + erro padrdo. * p <0,05; ** p< 0,01; one-way
ANOVA; teste de Tukey. N=3
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A expressao de receptores RmToll-/ike e RmToll8-/ike no corpo gorduroso das fémeas
completamente ingurgitadas de R. (B.) microplus, 6, 24 ¢ 48 horas ap6s os desafios com B.
bassiana foi determinada avaliando o nivel de RNAm usando qPCR. Em nosso estudo,
observamos um pequeno aumento no nivel de RmToll-/ike 6 horas apos o tratamento com
PBS, B. bassiana inativada pelo calor e B. bassiana viavel (Figura 17a). Apos 24 horas ndo
houve diferenca dos niveis de expressdo em todos os tratamentos. NOs mostramos que a
expressao de RmToll-like foi elevada no corpo gorduroso 48 horas apds o desafio com B.
bassiana mostrando um aumento significativo no nivel de expressao de aproximadamente 4,5
vezes maior do que a do grupo controle (Figura 17a). Em relagao ao gene RmToll8-/ike nao
houve diferenca na expressao nos tempos analisados (Figura 17b).
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Figura 17. Aumento da expressdo de RmToll-like em fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus (Boophilus)
microplus 48 horas ap6s o desafio com Beauveria bassiana. Expressdo dos genes RmToll-/ike (a) ¢ RmToll8-
like (b) por qPCR em corpo gorduroso de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus 6, 24 ¢
48 horas ap6s o tratamento com PBS, suspensdo na concentragdo 10° conidios.mL™ de Beauveria bassiana 986
inativada pelo calor e B. bassiana 986. Foram dissecados 4 carrapatos/pool em trés experimentos independentes.
B- actina foi utilizada como normalizador. Os dados s3o mostrados £ erro padrdo.*** p <0,001; one-way
ANOVA; teste de Tukey.

Com base nestes resultados fomos avaliar a presenca da proteina Toll-/ike no corpo
gorduroso por westen blot, para isso escolhemos os tempos de 6 e 48 horas apds os
tratamento, uma vez que no tempo de 24 horas nao obtivemos modulagao deste receptores.
Como apresentado na figura 18, detectamos a presenca da proteina Toll-/ike neste tecido,
mas, ndo foi posssivel observar diferenga significativa em fungdo do tempo de exposi¢ao
analisado e a concentragdao do fungo testada.
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Figura 18. (a) Western Blot em corpo gorduroso de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus (Boophilus)
microplus 6 ¢ 48 horas ap6s o tratamento: ndo injetado (NI), PBS, suspensdo na concentragio 10° conidios.mL’
de Beauveria bassiana inativada (Bbl) pelo calor e Beauveria bassiana (Bb). 40 ug de proteina foram separados
por 10% SDS-PAGE e eletrotransferidas para membrana de PVDF (Biorad). Membranas foram incubadas com
anticorpo primdrio policlonal, feito em coelho, anti-Toll (d-300) (Santa Cruz), 1:500, por uma noite a 4 °C. Em
seguida incubadas com anticorpo secundario, anti-coelho conjugado a peroxidase, 1:2.000. Apds a lavagem, as
membranas foram incubadas com o substrato chemoluminescent (Pierce) durante 4 min a temperatura ambiente,
e, em seguida, exposto a filme Bio Max light-1 (Kodak). (b) Os niveis de proteina Toll foram determinadas por
analise densitométrica em computador utilizando a fungdo histograma de Photoshop e normalizados contra
tubulina. Os resultados s3o expressos como média + erro padrdo. Comparagdes com controles foram feitos
usando a analise estatistica one-way ANOVA, teste de Tukey. * p < 0,05.

A fim de confirmarmos a presenga e localizacao da proteina Toll no corpo gorduroso
do carrapato incubamos as amostras deste tecido com anticorpo policlonal Toll (d-300) de D.
melanogaster, ¢ avaliamos por microscopia confocal. Os resultados encontrados confirmam
os mostrados anteriormente por western blot, indicando a presenca desta proteina, mas
mostrando também que ndo houve diferenga em fungdo da concentragdao do fungo testada e do
tempo de exposi¢ao analisados, 6 h (Figura 19) ¢ 48 h (Figura 20). Nao observamos
aumento na intensidade da marcagdo, apesar da marcagdo continuar célula especifica como
mostrado anteriormente em corpo gorduroso.
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Figura 19. Imunomarcacao de proteinas Toll-Like em corpo gorduroso de Rhipicephalus
(Boophilus) microplus 6 h ap06s os tratamentos: (A) nao injetado, (B) inoculado com PBS, (C)
inoculado com suspensao 10° conidios.mL™' de Beauveria bassiana inativada e (D) inoculado
com suspensio 10° conidios.mL™’ de Beauveria bassiana. Incubado com o anticorpo
policlonal primario coelho anti-Toll (d-300, Santa Cruz) 1:100 (Toll). Como controle foi
utilizado anticorpo policlonal primario camundongo anti-p-Tyrosina (Cell Signaling) 1:400
(p-Tyr) e para marcagdo do nucleo DAPI, 1:500 (Dapi). Anticorpo secundario marcado
fluorescentemente (Molecular Probes): Alexa Fluor 488 cabra anti-coelho e Alexa Fluor 647
burro anti-camundongo, 1:400. Merge - sobreposicao das imagens. Imagens fotografadas
usando microscopio confocal Leica SP5. Barra de escala: A-20pum, B-C-40um.
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Figura 20. Imunomarcacao de proteinas Toll-Like em corpo gorduroso de Rhipicephalus
(Boophilus) microplus 48 h ap6s os tratamentos: (A) ndo injetado, (B) inoculado com PBS,
(C) inoculado com suspensao 10° conidios.mL" de Beauveria bassiana inativada e (D)
inoculado com suspensdo 10° conidios.mL” de Beauveria bassiana. Incubado com o
anticorpo policlonal primério coelho anti-Toll (d-300, Santa Cruz) 1:100 (Toll). Como
controle foi utilizado anticorpo policlonal primério camundongo anti-p-Tyrosina (Cell
Signaling) 1:400 (p-Tyr) e para marcacdo do nucleo DAPI, 1:500 (Dapi). Anticorpo
secundario marcado fluorescentemente (Molecular Probes): Alexa Fluor 488 cabra anti-
coelho e Alexa Fluor 647 burro anti-camundongo, 1:400. Merge - sobreposicdo das imagens.
Imagens fotografadas usando microscopio confocal Leica SP5. Barra de escala: A-B-C 20um.
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4.7 Peptideos Antimicrobianos em Carrapatos Tratados com B. bassiana 986

Avaliamos a expressdo de moléculas efetoras da via Toll como os peptideos
antimicrobianos (PAM), drosomocina-l/ike, microplusina (FOGACA et al., 2004; ESTEVES
et al., 2009), defensina (FOGACA et al., 2004) e ixodidina (FOGACA et al., 2006).

A expressao génica dos PAM no corpo gorduroso das fémeas completamente
ingurgitadas de R. (B.) microplus, foi avaliada 6, 24 ¢ 48 horas apos os desafios com B.
bassiana 986 através da quantificacdo do nivel de RNAm usando a técnica de qPCR.

Verificamos que a expressao do gene da ixodidina aumentou no corpo gorduroso 6
horas apds o tratamento com B. bassiana, embora nao haja um aumento estatisticamente
significativo. Observamos uma diminui¢do da expressao deste gene em 24 e 48 horas apos o
estimulo com B. bassiana em relagao a expressao nos tecidos nao tratados (Figura 21a).

O gene da drosomicina-/ike, ndo apresentou aumento significativo da expressao apos o
tratamento com B. bassiana nos tempos analisados. Observamos uma diminui¢ao da
expressao desse gene 24 horas apos o tratamento com B. bassiana inativa seguida de uma
modulagdo positiva 48 horas apos o tratamento, verificamos um aumento da expressao tempo
dependente apos o tratamento com PBS, embora ndo haja um aumento estatisticamente
significativo (Figura 21b).

A expressao do gene da defensina foi inibida significativamente 6, 24 ¢ 48 horas apos
o tratamento com B. bassiana inativada. O mesmo foi observado para o tratamento com B.
bassiana, onde ocorreu uma inibicdo da expressao desse gene 6 € 24 horas apos o tratamento
seguida de um aumento na expressao apos 48 horas (Figura 21c¢).

A expressao do gene da microplusina foi inibida 6, 24 horas apds o tratamento com B .
bassiana inativada seguida de um aumento na expressdao 48 horas apds o tratamento. A
expressao do gene da microplusina aumentou no corpo gorduroso 6 horas apds o tratamento
com B. bassiana, seguida da diminuicao da expressao deste gene em 24 e¢ 48 horas apoOs o
estimulo em relagdo a expressao nos tecidos nao tratados (Figura 21d).
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Figura 21. Expressdo de peptideos antimicrobianos em corpo gorduroso de fémeas ingurgitadas de

Rhipicephalus (Boophilus) microplus 6, 24 ¢ 48 horas apods o tratamento com PBS, suspensdo na concentragio
10° conidios.mL" de Beauveria bassiana inativada pelo calor e Beauveria bassiana. (a) Ixodidina, (b)
Drosomicina-like, (c) Defensina e (d) Microplusina. Foram dissecados 4 carrapatos/pool em trés experimentos
independentes ¢ as amostras analisadas por qPCR. B- actina foi utilizada como normalizador. Os dados
mostrados s3o média + erro padrdo.* p < 0.05; one-way ANOVA; teste de Tukey.
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4.8 Toll-Like em Carrapatos Tratados com B. bassiana 22

A expressao de receptores RmToll-/ike e RmToll8-/ike no corpo gorduroso das fémeas
completamente ingurgitadas de R. (B.) microplus 24 ¢ 48 horas apds os desafios com B.
bassiana 22 foi determinada avaliando o nivel de RNAm usando qPCR. Observamos um
aumento significativo de 1,5 vezes no nivel de RmToll-/ike 24 horas apos o tratamento com
PBS, B. bassiana inativada pelo calor, mas 48 horas apoOs estes tratamentos ocorreu uma
diminui¢do na expressdo desse gene. Nos carrapatos desafiados com B. bassiana viavel
observamos um aumento significativo no nivel de expressio de RmToll-like de
aproximadamente 2 vezes maior do que a do grupo controle em 24 horas, apos 48 horas
observamos um aumento significativo de aproximadamente 1,5 vezes maior quando em
relagdo a expressdo aos nao tratados (Figura 22a). Em relagdo ao gene RmToll8-/ike nao
houve diferenca significativa na expressao nos tempos analisados (Figura 22b).
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Figura 22. Fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus desafiadas com Beauveria bassiana 22.
Expressdo dos genes RmToll-/ike (a) e RmToll8-like (b) por gPCR em corpo gorduroso de fémeas ingurgitadas
de Rhipicephalus (Boophilus) microplus 24 ¢ 48 horas apds o tratamento com PBS, suspensdo na concentragao
10° conidios.mL™ de Beauveria bassiana 22 inativada pelo calor e Beauveria bassiana 22. Foram dissecados 4
carrapatos/pool em. - actina foi utilizada como normalizador. Os dados sdo mostrados + erro padrio. * p < 0,05;
** p<0,01; *** p <0,001; one-way ANOVA; teste de Tukey.

4.9 Curva de Sobrevivéncia de Carrapatos Tratados com Zimosan
O percentual de sobrevivéncia das teledginas foi observado diariamente, até o 25° dia
apos a realizagdo dos tratamentos ndo injetado, apenas picado com a agulha, PBS e zimosan

Sug, 25ug e 50ug. Os resultados obtidos mostram que o tratamento com 50ug de zimosan
aumentou a mortalidade mais precocemente (Figura 23).
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Figura 23. Efeito de diferentes tratamentos na sobrevivencia de Rhipicephalus (Boophilus) microplus: (@) Nao
injetado; (m) PBS; (A) picado; (V) Zimosan 5ug; (¢) Zimosan 25ug; (@) Zimosan 50ug. Foram usado 15
carrapatos por tratamento, observados durante 25 dias. Comparagdes com controles foram feitos usando o teste
de analise Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn. *** p < 0,001.

4.10 Toll-Like em Carrapatos Tratados com Zimosan

Apesar da curva de sobrevivéncia indicar que 50ug era mais nociva para o carrapato,
nos escolhemos tratar com Sug de zimosan corroborando com alguns experimentos
encontrados na literatura para darmos continuidade as analises ja que as outras quantidades
poderiam configurar superdosagem de acordo com relatos da literatura.

A expressao de receptores RmToll-/ike e RmToll8-/ike no corpo gorduroso das fémeas
completamente ingurgitadas de R. (B.) microplus, 3, 6 e 24 horas apds os desafios com
zimosan foi determinada avaliando o nivel de RNAm usando qPCR. Em nosso estudo,
mostramos que ocorreu um aumento significativo no nivel de expressao de RmToll-like 6
horas apds o tratamento zimosan sendo essa expressdao de aproximadamente 5 vezes maior em
relagdo ao controle ndo tratado. No tempo de 3 e 24 horas nao observamos diferenca na
modulagdo desse gene quando comparado ao controle (Figura 24a). Em relagdo ao gene
RmToll8-/ike nao houve diferenga significativa na expressdao nos tempos analisados (Figura
24b).
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Figura 24. Aumento da expressdo de RmToll-like em fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus (Boophilus)
microplus 6 horas apds o desafio com zimosan. Expressdo dos genes RmToll-like (a) ¢ RmToll8-like (b) por
gPCR em corpo gorduroso de fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus 3, 6 e 24 horas apos
o tratamento nao injetado, PBS e Zimosan 5 pg. Foram dissecados 4 carrapatos/pool. - actina foi utilizada como
normalizador.

Analisamos também a presenga da proteina Toll-/ike no corpo gorduroso por western
blot, para isso nds escolhemos os tempos de 6, 24 e 48 horas ap0ds os tratamentos com Sug de
zimosan. Como apresentado na figura 25 ocorreu a presenga da proteina Toll-/ike neste
tecido, mas, ndo foi posssivel observar diferenca significativa entre os tratamentos e em
fun¢do do tempo de exposicao analisados e a concentragdo de zimosan testada.
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Figura 25. (a) Western blot em corpo gorduroso de Rhipicephalus (Boophilus) microplus 6, 24 ¢ 48 horas ap6s o
tratamento: ndo injetado (1), PBS (2) e Zimosan 5 pg (3). 40 pg de proteina foram separados por 10% SDS-
PAGE e ecletrotransferidas para membrana de PVDF (Biorad). As membranas foram incubadas anticorpo
primario policlonal, feito em coelho, anti-Toll (d-300) (Santa Cruz) na diluigdo 1:500, por uma noite a 4 °C. Em
seguida incubadas com anticorpo secundario, anti-coelho conjugado a peroxidase na dilui¢do 1:2.000. Apos a
lavagem, as membranas foram incubadas com o substrato chemoluminescent (Pierce) durante 4 minutos a
temperatura ambiente, e, em seguida, exposto a filme Bio Max light-1 (Kodak). (b) Os niveis de proteina Toll
foram determinadas por analise densitométrica em computados utilizando a fun¢ao histograma de Photoshop e
normalizados contra tubulina. Os resultados s@o expressos como média + erro padrio. Comparagdes com
controles foram feitos usando one-way ANOVA,; teste de Tukey, * p < 0.05.
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5. DISCUSSAO

A fim de identificar genes de R. (B.) microplus que codificam homologos de
receptores Toll, pesquisamos EST (expressed sequences tag) indexados de R. (B.) microplus
no banco de dados disponivel. Foram identificadas duas sequéncias de EST que
correspondem a sequéncias parciais que codificam os dominios C-terminais de possiveis
receptores Toll com elevada similaridade com as sequéncias utilizadas como sonda,
denominadas RmToll-/ike ¢ RmToll8-like. Tal pesquisa foi realizada em 2008, quando este
trabalho foi iniciado.

Esforcos feitos para conseguir recursos para sequenciar o genoma deste animal ndo
foram bem sucedidos, apesar das tentativas. Tentando contornar este problema um grupo de
cientistas estudiosos deste animal procuram atualizar o banco de dados ja citado incorporando
dados gendmicos ao mesmo, mas o sucesso deste empreendimento foi muito limitado
(BELLGARD et al, 2012).

Dentro deste cenario o grupo de cientistas ligados ao INCT-EM (Instituto Nacional de
Ciéncia e Tecnologia — Entomologia Molecular) dedicado ao estudo do carrapato bovino
decidiu que, para obter informagdes sobre genes que codificam proteinas deste organismo,
seria mais eficiente analisar o transcriptoma de tecidos deste animal. Para tal foi extraido
mRNA de glandula salivar, ovarios, corpo gorduroso, singanglio, células digestivas de fémeas
teledgenas e separadamente de fémeas partendgenas e embrides e este material foi utilizado
para produzir bibliotecas de cDNA para sequenciamento.

Este material foi sequenciado e os resultados obtidos estdo em avancada fase de
analise, mas ainda ndo foram publicados. Como este ectoparasito ainda ndo teve seu genoma
sequenciado, este tipo de estratégia nos permitiu obter informagdes mais completas sobre seus
genes expressos.

A partir dos resultados deste sequenciamento foi montado um banco de dados
consolidando as sequéncias expressas e este banco foi formatado de modo a permitir consultas
através do uso do algoritmo Blast. Uma busca neste banco de dados utilizando as sequéncias
previamente encontradas no TIGR B. microplus Gene Index nos levou a obter a sequéncia
completa referente ao gene RmToll-like. Nao achamos a sequéncia completa do gene
RmToll8-like. Considerando que o material genético coletado para a obtencdo do
transcriptomas obtido por nés de R. (B.) microplus brasileiros nao inclui larvas, ninfas nem
animais resistentes a acaricidas, acreditamos que o gene Rm-Toll8-/ike ndo seja transcrito nos
tecidos e/ou estagios de desenvolvimento escolhidos para o transcriptoma feito pelo INCT-
EM.

Com o objetivo de verificar se as sequéncias por nds obtidas eram ortdlogos de
proteinas Toll ou Toll-like de outros organismos, alinhamos as sequéncias de proteinas de R.
(B.) microplus com as sequéncias de proteinas Toll derivadas de genes de diferentes
organismos. A arvore filogenética gerada a partir desse alinhamento mostrou que os isolados
agruparam-se em trés grandes grupos e que as duas sequéncias de interesse, RmToll-like e
RmToll8-like de R. (B.) microplus se aguparam juntamente com os demais carrapatos, R.s
pulchellus e I. scapularis, apresentando um bootstrap de 100 com o Rhipicephalus pulchellus,
um carrapato do mesmo género.

Os receptores Toll-/ike (TLR) sdo proteinas transmembranares altamente conservadas
que desempenham papel importante no reconhecimento de patéogenos (KAWALI et al., 2010;
ALBIGER et al., 2007). O reconhecimento de agentes patogénicos e a sinalizacao através de
um mecanismo inato, que envolvem o dominio TIR, mostram-se presentes entre diversos
organismos vertebrados e invertebrados (BARTON et al., 2009).

Devido ao interesse do nosso grupo de pesquisa no estudo do sistema imune inato do
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carrapato R. (B.) microplus, investigamos a presenca de receptores Toll-/ike nos principais
orgaos envolvidos neste processo, como corpo gorduroso, célula digestiva e glandula salivar.

Utilizando a técnica de western blot, detectamos proteinas de pesos moleculares
diferentes nas amostras analisadas, como, 126 kDa em embrido de R. (B.) microplus,
provavelmente isoformas também envolvidas na formacdo do eixo dorso-ventral em
Drosophila (GERTTULA; ANDERSON, 1988). Duas bandas de proteinas Toll de
aproximadamente 116 kDa foram detectadas no corpo gorduroso, essa duas bandas podem
representar proteinas Toll diferentes ou modificagdo pds-traducional de uma unica proteina.
Detectamos também proteinas de 116 kDa em glandula salivar e proteinas com peso
molecular mais elevado de 141 kDa em célula digestiva.

Confirmamos a presenca ¢ a localizagdo destas proteinas por microscopia confocal, e
os resultados mostraram uma fluorescéncia positiva na glandula salivar e no corpo gorduroso.
Em glandula salivar a marcagdo foi difusa no citoplasma ou concentrada nas vesiculas
intracelulares, apresentam uma marcagao parcial com a marcagdo por fosfo-tirosina,
sugerindo que estas podem representar vesiculas endociticas.

Os acinos de glandulas salivares de Ixodides produzem uma infinidade de substancias
que neutralizam a homeostasia vertebrado-hospedeiro, inibicdo da agregagdo plaquetaria,
coagulagdo, promovendo a vasodilatacio (FRANSCISCHETTI et al., 2009). As glandulas
salivares também sdo a principal via de transmissao de organismos patogénicos (NUNES et
al., 2005), por estar sempre em contato com microorganismos €, portanto, aumentando a
necessidade de um sistema imune ativo. Apesar de todas estas fungdes importantes, as
glandulas salivares de carrapatos permanecem pouco estudadas no que diz respeito a sua
morfologia e histologia, especialmente considerando o grande nimero de espécies de
carrapatos.

Os resultados mostraram que a imunofluorescéncia de receptor Toll no corpo
gorduroso ¢ célula especifica. De acordo com Coon et al. (1990), o corpo gorduroso de
carrapatos, ao contrario dos insetos, ¢ constituido por um unico tipo de célula, os trofocitos.
Por outro lado, Denardi et al. (2008), observaram a presenca de dois tipos trofocitos em
fémeas parcialmente ingurgitadas de A. cajennense, que foram designados de trofocitos
arredondados e trofocitos cuboides, devido as suas caracteristicas morfologicas.

Podemos distinguir claramente esses dois tipos de células no corpo gorduroso de R.
(B.) microplus, e somente as células semelhantes aos trofocitos aredondados foram imuno-
marcadas, esta marcagdo estd distribuida na membrana plasmatica, alguma marcacao de Toll
em trofocitos arredondados ¢ restrita a vesiculas intracelulares, parcialmente co-localizada
com a marcagao de fosfo-tirosina e ausente em trofocitos cuboidal.

A marcacao que encontramos foi especifica dos trofocitos arredondados indicando
que a proteina Toll-/ike estava presente somente nesse tipo celular, sugerindo que estas
células estdo possivelmente envolvidas na resposta imune, j4 que a andlise morfométrica
mostrou que as areas celulares e nucleares de trofocitos arredondados sdo maiores do que as
dos trofocitos cubdides, estes estariam arranjados na forma de corddes, ja os arredondados, os
quais se encontram isolados e localizados em cima dos corddes de trofocitos ctiboides, teriam
consequentemente uma maior area de contato com a hemolinfa (DENARDI et al., 2008),
consequentemente maior contato com agentes patogénicos invasores. As expressdes de
receptor Toll-like células especificas também indicam que os trofocitos arredondados e os
trofocitos cubdides sdo efetivamente tipos de células diferentes do mesmo o6rgao. Estas
populagdes celulares apresentam ndo s6 morfologia distinta, mas também fung¢des distintas.

A utilizacdo dos fungos entomopatogénicos vem se tornando uma alternativa
promissora no controle de carrapatos de importancia médica e médica veterindria. Varias
espécies de fungos entomopatogénicos sdo conhecidas por causar mortalidade em diferentes
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estagios de desenvolvimento de carrapatos (FERNANDES; BITTENCOURT, 2008). Como
mostramos na curva de sobrevivéncia a B. bassiana € patog€nica para o carrapato
confirmando outros estudos encontrados na literatura (BITTENCOURT et al., 1997;
PERINOTTO et al., 2012).

Recentemente ha um grande avango no entendimento da resposta imune de artropodes,
principalmente dos insetos, cujo modelo mais estudado ¢ o diptero D. melanogaster. No
entanto, a resposta imune de carrapatos ¢ pouco compreendida, principalmente apds a
infeccdo com fungos entomopatogénicos.

Por esta razao analisamos a expressdao de receptores RmToll-/like ¢ RmToll8-/ike no
corpo gorduroso das fémeas completamente ingurgitadas de R. (B.) microplus, 6, 24 ¢ 48
horas apos os desafios com B. bassiana 986. Observamos um aumento no nivel de RmToll-
like 6 horas apds o tratamento com PBS, B. bassiana inativada pelo calor e B. bassiana,
sugerindo uma resposta rapida a possiveis lesdes externas causadas pela injuria. Apos 24
horas os niveis de expressdao foram baixos em todos os tratamentos € no grupo nao tratado.
No6s mostramos que a transcrigdo de RmToll-/ike foi elevada no corpo gorduroso 48 horas
apos o desafio com B. bassiana, mostrando um aumento significativo no nivel de expressao,
de aproximadamente 4,5 vezes quando comparadas ao grupo controle. Em relagdo ao gene
RmToll8-/ike nao houve diferenca na expressao entre os tratamentos ¢ em fungao do tempo de
exposicao ao fungo. Estes resultados mostram que R. (B.) microplus expressa RmToll-like
quando desafiados imunologicamente, sugerindo que a sua participagdo ¢ mais relevante na
resposta imune inata contra o fungo que RmToll8-/ike.

Quando fomos analisar uma cepa menos virulenta como a B. bassiana 22
(FERNANDES et al, 2006), observamos um aumento significativo de 1,5 vezes no nivel de
RmToll-/ike 24 horas ap6s o tratamento com PBS, B. bassiana inativada pelo calor, 48 horas
apds estes tratamentos ocorreu uma diminuicdo na expressao desse gene, sugerindo uma
resposta rapida a possiveis lesoes externas causadas pela injuria.

Nos carrapatos desafiados com B. bassiana viavel observamos um aumento
significativo no nivel de expressao de RmToll-/ike de aproximadamente 2 vezes maior do que
a do grupo controle em 24 horas, apos 48 horas observamos um aumento significativo de
aproximadamente 1,5 vezes maior quando em relagdo a expressao nos tecidos ndo tratados,
mostrando que uma cepa menos virulenta gera uma menor expressao do gene quando
comparada a cepa mais virulenta B. bassiana 986 que teve a expressdo aumentada 4,5 vezes
em relagdo as amostras nao desafiadas. Para o gene RmToll8-/ike ndo observamos diferenca
significativa na expressao nos tempos analisados.

Entretanto, quando fomos avaliar a expressdo da proteina nos carrapatos desafiados
com B. bassiana 986, tanto por western blot quanto por microscopia confocal, ndo
observamos diferenca entre os tratamentos nos tempos analisados. Possivelmente porque a
proteina reconhecida pelo anticorpo utilizado ndo seja a mesma do gene que encontramos
modulado pelo desafio nas analises de qPCR.

A modulacao da expressao de genes dos PAM expostas a diferentes desafios sugere a
existéncia de mecanismos distintos de reconhecimento e ativagao da expressao génica desses
peptideos em carrapatos, como ja descrito para D. melanogaster (HOFFMANN e
REICHHART, 2002). Nesse diptero, a indugdo da expressao génica dos PAM ¢ regulada por
duas vias de sinalizacao intracelular: a via Toll e a via Imd, que sdo ativadas de acordo com o
desafio microbiano. As infecgdes causadas por fungos e bactérias Gram-positivas estimulam a
via Toll, e culminam na indugdo da expressao das drosomicinas, metchnikovinas e defensinas.
Ja as infecgdes por bactérias Gram-negativas estimulam a via Imd, culminando na indugao da
expressdo dos genes das atacinas, cecropinas, diptericinas e drosocinas (HOFFMANN e
REICHHART, 2002).
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Os testados neste trabalho foram a microplusina (FOGACA et al., 2004), defensina
(FOGACA et al., 2004; ESTEVES et al., 2009), ixodidina (FOGACA et al., 2004) e
drosomicina-/ike. Verificamos que a expressao do gene da ixodidina aumentou no corpo
gorduroso 6 horas apds o tratamento com B. bassiana, embora nao haja um aumento
estatisticamente significativo. Observamos uma diminui¢ao da expressao deste gene em 24 ¢
48 horas ap0s o estimulo com B. bassiana em relagdo a expressao nos tecidos ndo tratados.

O gene da drosomicina-/ike, ndo apresentou aumento significativo da expressao apos o
tratamento com B. bassiana nos tempos analisados. Observamos uma diminui¢ao da
expressao desse gene 24 horas apos o tratamento com B. bassiana inativa seguida de uma
modulagdo positiva 48 horas apds o tratamento.

Fehlbaum et al. (1994) identificaram drosomicina em Drosophila com potente
atividade antifingica ap6s o desafio com uma combinagdo de bactérias gram-positivas e
gram-negativas, provavelmente em fun¢ao da expressao de alguns genes de PAM regulados
pela via Toll, que ¢ ativada tanto por fungos quanto por bactérias gram-positivas
(LEMAITRE et al.,, 1997, HOFFMANN, 2003). A infec¢do natural de B. bassiana em
Drosophila induziu uma resposta antifngica especifica, porém mais lenta do que uma
infeccdo induzida por bactérias, que foi iniciada 12 a 24 h apds a infecgao (LEMAITRE et al.,
1997). Muitos estudos relacionados com a resposta imune apos a infec¢do natural ou ndo com
o fungo entomopatogénico B. bassiana estao sendo desenvolvidos no inseto modelo D.
melanogaster.

A expressao do gene da defensina foi inibida significativamente 6, 24 ¢ 48 horas apos
o tratamento com B. bassiana inativada. O mesmo foi observado para o tratamento com B.
bassiana, onde ocorreu uma inibicdo da expressao desse gene 6 € 24 horas apos o tratamento
seguida de um aumento na expressao apos 48 horas.

Dados da literatura tém mostrado que em carrapatos a expressao génica dos AMPs ¢
modulada apo6s o desafio com patdgenos naturais. Em carrapatos D. variabilis, que ¢ vetor
natural da bactéria Rickettsia montanensis, foi observado um aumento da expressao génica de
duas isoformas da defensina (1 e 2) e da lisozima no corpo gorduroso € no intestino apos o
desafio com a riquétsia (CERAUL et al., 2007).

No carrapato D. variabilis foi demonstrada a inducdo de peptideos defensina-/ike no
intestino de carrapatos infectados com Bacilus subtilis, Escherichia coli e Borrelia
burgdorferi (SONENSHINE et al, 2002). Nao somente no intestino, mas também nos
hemocitos de D. variabilis foi identificada a expressao de uma defensina. Os autores sugerem
que o peptideo ¢ armazenado nos hemocitos e liberado para hemolinfa apos infecgdo
(CERAUL et al., 2003). O peptideo apresentou atividade antimicrobiana contra varias cepas
de bactérias Gram-positivas e de fungos (FOGACA et al., 1999), causando permeabilizagdo
da membrana de Microccocus Iluteus (SFORCA et al, 2005) e Candida albicans
(MACHADO et al., 2007).

A expressao do gene da microplusina foi inibida 6 e 24 horas ap6s o tratamento com
B. bassiana inativada seguida de um aumento na expressdao 48 horas apds o tratamento. A
expressao do gene da microplusina aumentou no corpo gorduroso 6 horas apds o tratamento
com B. bassiana, seguida da diminuicao da expressao deste gene em 24 e 48 horas apos o
estimulo em relacdo a expressao nos tecidos nao tratados. Essa diminui¢do seguida do
aumento da expressdo pode ser uma subversao dos mecanismos de defesa do carrapato para
que o fungo possa se estabelecer, cepa menos virulentas poderiam nao se estabelecer tdo bem
por ndo promover essa imunossupressao.

A expressdao génica constitutiva da microplusina foi detectada nos hemocitos, corpo
gorduroso, ovarios € ovos do carrapato R. (B.) microplus, mas os principais sitios de
expressao génica da defensina sdo os hemocitos e o corpo gorduroso (FOGACA et al., 2004,
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ESTEVES et al, 2009). A microplusina também ¢ ativa contra varias cepas de bactérias
Gram-positivas e de fungos, porém nao apresenta atividade contra bactérias Gram- negativas.

Organismos invasores sdo reconhecidos pelos artrépodes através de receptores de
reconhecimento de padrdes (Pattern recognition receptors - PRR) que reconhecem padrdes
moleculares associados a patogenos (Pathogen-associated molecular patterns -PAMP)
(MEDZHITOV; JANEWAY, 2002).

Dentre os PRR, a maior familia de receptores sao os TLR (ADEREM; UNDERHILL,
1999; OZINSKY et al., 2000; KAWAI; AKIRA, 2005). Em alguns casos, os TLR podem
formar dimeros para reconhecimento de certos elementos em comum, como visto no caso do
zimosan, uma particula presente em fungos, ¢ que pode ser reconhecida pelo dimero TLR 2/6
além de individualmente por cada um destes receptores (AKIRA et al., 2004; IKEDA et al.,
2008; KUMAR et al., 2009).

O reconhecimento através dos TLR permite uma identificagdo do patdogeno que esta
causando a infec¢ao e o desencadeamento de cascatas de sinalizag¢do intracelular que permite
a amplificagcdo do sinal e eficiente resposta inespecifica, capaz de combater uma infec¢ao por
praticamente qualquer patégeno apenas através do reconhecimento dos PAMP que estes
apresentam (ADEREM; UNDERHILL, 1999; OZINSKY et al., 2000).

Neste trabalho o PAMP estudado foi o zimosan, que consiste de uma cadeia com
repeticdo de glicose ligadas por unidades de ligagdes B-1,3-glicosidicas. O zimosan ¢ um
ligante presente na parede celular de fungos, como leveduras, e utilizado para induzir a
inflamacao experimental.

Entdo fomos avaliar o percentual de sobrevivéncia de teledginas por o 25 dias apos a
realizagdo dos tratamentos ndo injetado, picado, PBS e zimosan 5Sug, 25ug ¢ 50ug. Os
resultados obtidos mostram que o tratamento com 50ug de zimosan eleva a taxa de
mortalidade mais precocemente.

A curva de sobrevivéncia indica que o tratamento com 50ug foi mais letal para o
carrapato, ocasionando uma mortalidade mais precoce, entretanto nos escolhemos o
tratamento de Sug de zimosan de acordo com alguns experimentos encontrados na literatura,
para darmos continuidade as analises pois as quantidades utilizadas nos outros tratamentos
poderiam configurar superdosagem.

Conseguimos mostrar que a expressao de receptores RmToll-/ike ¢ RmToll8-/ike no
corpo gorduroso das fémeas completamente ingurgitadas de R. (B.) microplus, 3, 6 e 24 horas
apos os desafios com zimosan foi determinada avaliando o nivel d¢ RNAm usando qPCR. Em
nosso estudo, mostramos que ocorreu um aumento significativo no nivel de expressao de
RmToll-/ike 6 horas ap6s o tratamento zimosan sendo essa expressdao de aproximadamente 5
vezes maior em relacdo ao controle ndo tratado. No tempo de 3 horas e 24 horas nao
observamos diferenca na modulagao desse gene quando comparado ao controle. Em relagao
ao gene RmToll8-/ike ndo houve diferenga significativa na expressao nos tempos analisados.

Analisamos também a presenca da proteina Toll-/ike no corpo gorduroso apos desafio
com zimosan por westen blot, mas nao foi possivel observar diferenca significativa entre os
tratamentos ¢ em funcdo do tempo de exposi¢do analisados e a concentragdo de zimosan
testada. Possivelmente porque a proteina reconhecida pelo anticorpo utilizado ndo seja a
mesma do gene que encontramos modulado pelo desafio nas analises de qPCR.

O presente trabalho mostra a presenca de receptores Toll-/ike em R. (B.) microplus e
sugere a existéncia de diferentes isoformas destes receptores especificos para cada tipo celular
estudado. Isto estd de acordo com a conclusao de que apesar de uma enorme variacao de
isoformas de TLR existentes o sistema imunologico inato demonstra alto grau de homologia
entre mamiferos, insetos e plantas e, aparentemente, tém sido altamente preservados durante a
evolugao (ISHII et al., 2008).
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6. CONCLUSAO

O presente trabalho mostra a presenca de receptores Toll-/ike em carrapato.

Mostramos a existéncia de proteinas destes receptores com diferentes pesos
moleculares especificos para cada tipo celular estudado. E uma marcagao célula especifica
para corpo gorduroso.

A expressao de gene RmToll-like foi modulada pelos desafios aos quais o carrapato
foi submetido. Entretanto ndo houve modulacdo da expressdo do gene RmToll8-/ike nos
tempos analisados. Sugerimos que novos estudos devam ser realizados utilizando tempos
distintos, e com intensidades distintas de desafios imunolégicos das que foram avaliadas neste
trabalho.

Concluimos que este trabalho demonstra a expressio de receptores Toll-like em
carrapatos, relata a expressao diferencial entre diferentes tecidos engajados na resposta imune
inata e a modulagao por desafios imunologicos neste artropode.
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8. ANEXOS

Anexo A. Alinhamento de proteinas Toll e Toll —/ike.

RpToll-like-JAAS59716.1
RmToll-like
IxTollA-XP_002399580.1
DmTollC-NP_001262995.1
DmTollB-NP_524518.1
DmTollD-NP_733166.1
DmTehao-NP_477438.1
AaToll-XP_001663801.1
AaToll-XP_001658507.1
AgToll-XP_309197
AgToll-AAT37901.1
AaToll-XP_001658496.1
AaToll-XP_001647905.1
AgToll-like5-XP_560220.3
AgToll-likelA-XP_311355.3
DmToll4-NP_523519.2
DmMstProx-NP_649719.2
IxToll-XP 002406803
IxToll-XP_ 002406802
IxToll-XP_002406804
RpToll-1ike6-JAR634%91.1
RmToll8-Like
IxToll8-XP_002402229
IxToll-XP_002400628.1
AaToll-XP_001649808.1
AgToll-1ike6-XP_320172.
DmToll6-NP_524081.1
DmTollo-NP_524757.1
AaToll-XP_001649813.1
AaToll-XP 001660216.1
AaToll-XP_001648238.1
AaToll-XP_001655730.1
AgToll-like7-XP_320221.
DmToll7-NP_523797.1
Dml8weeler—-NP 476814.1
HsToll-like7-NP_057646.
HsToll-1ike8-NP_619542.
HsToll-1ike9-NP_059138.
HsToll-likel-NP_003254.
HsToll-like6-NP_006059.
HsToll-1ikelO-NP_112218.2
HsToll-like2-NP_003255.2
AaToll-XP_001653990.1
AaToll-XP 001650338.1
HsToll-1like3-NP_003256.1
HsToll-like4-NP_612564.1
HsToll-like5-NP_003255.2
DmTollS-NP_649214.1
IxToll-XP_002400887
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RpToll-like-JAAS59716.1
RmToll-like
IxTollA-XP_002399580.1
DmTollC-NP_001262995.1
DmTollB-NP_524518.1
DmTollD-NP_733166.1
DmTehao-NP_477438.1
AaToll-XP 001663801.1
AaToll-XP_001658507.1
AgToll-XP_ 309197
AgToll-AAL37901.1
AaToll-XP _001658496.1
AaToll-XP_001647905.1
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IxToll8-XP_002402229
IxXToll-XP_002400628.1
AaToll-XP_001645808.1
AgToll-like6-XP_320172.2
DmToll6-NP_524081.1
DmTollo-NP_524757.1
AaToll-XP_001649813.
AaToll-XP_001660216.
AaToll-XP_001648238.
AaToll-XP_001655730.
AgToll-like7-XP_320221.4
DmToll7-NP_523797.1
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HsToll-like7-NP_057646.1
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HsToll-like5-NP_003259.2
DmTollS-NP_649214.1
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HNRLROLDDGV-LAALGSLRSLRLRHNRLDRLAPAALACLAQLOLLDLSHNQLSGCGLPPGLLG--GTDLRELYLONNTLSLLS

HNKLRYIDDRA-FMALRNLRLLYLORNQLTQLVETAFGALCRLOVVDMSHNQLNTIPPKLLHG SVDLRELYLONNSLGLLS
HNRLRVLSEKG-FASLROLRELKLDHNQIARAEQGALVCLSRLONLDMAHNALVALPPRFLOA--TEKLSELYLRNNSLSALP
KNHFVLLPASG-FGTLKRLKLLKIHDNEISMVGDKALNGLKELQILDLS SNKIVALPTDLFKDP-AQSIQEIVLONNSISVLA
RNHFVLLPAAG-FCMLKRLKMLKIHDNEI SMVCDKALSCLKELQILDLS SNKLVALPTDLFRDP-AQSIQEIYLONNSISVLS
HNDFVVLPANG-FGTLRRLRVLSVNNNCGISMIADKALSGLKNLOILNLS SNKIVALPTELFAEQ-AKIIQEVYLONNSISVLN
ANKMVSLPTAM-LSALCRLTHLNMAKNSMS FLADRAFEGLLSLRVVDLSANRLTSLPPELFAE--TKQLOEIYLRNNSINVLA
HNNIDNLPPATI-FSCLCKLTELRLONNGLNFIADRALECLLSLSKLDISLNRLSNLPPELFSE--AKHIKEIYLONNSINVLA
GNDITLMPDNG-LSALRSLNALYLOENLLKEIADRAFVCLGTLEILNLSNNKLTALTPELFQS-—SRKIRQVNLONNSLSVLA
YNDILSLPDNG-LSSLRSLNILLLODNLLNSLADRSFVGLGSLKVLNMS SNKLVALPPELFQS--PRELRQIYLONNSLSVLA

YNEIMRIPENWGVSRLRRLOHLNLEYNNITELHGDALA! SRELRETHLOGNQLYELP
YNELRSVPTCWGVSKLRRLOHLNLEFNNISEVHGDALACLGSLRTLNLSYNHLETLDC SRDLRETHLOGNQIYELP
SKELRETHLOONELYELP
NKELRELHLQCNDLYELP

—--LTELYLYNNMIAKIQ

—CYFNKVCEKTN-IEDGVFETLTNLELLSLSFNSLSHVPPKLPSS———--LRKLFLSNTQIKYIS

******************* CYYRKNPCRQALEVAPGALLCLGNLTHLSLKYNNLTVVPRNLPSS-——---LEYLLLSYNRIVKLA

RIQYLDISVFKFNQELEYLDLSHNKLVKISCHPTVN-—---LKHLDLS———-———-—
RIQLLDLSVFKFNODLEYLDLSHNQLOKISCHPIVS-----FRHLDLS

—--LRYLDLS
—-DLORCVNLQALVLTSNGINTIEEDSFSSLGSLEHLDLSYNYLSNLSSSWFKP--LSSLTFLNLLGNPYKTLG
SEEEToEmT ST RALDLSGVQLEKFHHDALQSFESLEIVDFSNNLLTELSPGVFAD-—-VNQLRDLDISHNNLQYLE
IHILPKTIFRPLHKLKVLLLNGNNLDFLOESIFCSLOSLEFMNIADNHVVKLOOSIFKP--LTNLKLFNAHGNKLSSIP
NNPFVKOKNLITLDLSHNGLSSTKLCTQVOLENLOELLLSNNKIQALKSEELDIFANSSLKKLELSSNQIKEFS
—AFSCLSSLOKLVAVETNLASLENFPIGHLKTLKELNVAHNLIQSFKLPEYFSN-LTNLEHLDLSSNKIQSIY
LFHLFELRLYFCGLSDAVLKDCY FRNLKALTRLDLSKNQIRSLYLHPSFG-KLNSLKSIDFSSNQIFLVC
ESLKLLSLRGNNFAELIPDAEDFARFVNESRLEASNSVPHHCELLLLEHNTTDLYDRECYLY FNNNTNMG
—ATEIALYHTSVTSLOPNAYHAYGPISQVIKLEIIQNKIYATIKPHAFNG--FPNVTFLSLSDNPIKFLS

550 560 570 580
oicon amstiazat] shzemminen fsmte noishispisnsismls v otises ], somsionlbons
LSRLENITLLDCNFTSIPEKFFAYACNMKNIRMVNN

LNRLENLTLADCNFTSIPEKFFAYAANLKTVRLTNN
NQPELOILRLR-AELQSLPGDLFEHSTQITNISLGDN
NQPELOILRLR-AELOSLPGDLFEHSTQITNISLGDN
-NQPELQILRLR-AELQSLPGCDLFEHSTQITNISLCDN
—SMTNLEEVRLA-SATSSVNRSMFKGTNKLOLIKMNGN
—NLPNLITLILSRNKFSEIPSSLFIGSSAIQHIDFSYN
—NLPQLKSVILNRCSFTHLPASLFRGSSEITHMDLSYN
MLPALDQVSLERVCGLVSLPGTLLFGSANLTQLNLANN
—~MLPALDQVSLERVGLVSLPGCTLLFGSANLTQLNLANN
—NLKELTVVNLSHNGVGNLPESLLSGSLGIIELNLGYN
NMOKLKYLSLKSNELTHVPPTLLKCLTLLANLDLSAN
NKL-----TSLPSGLLKRNTKLIVFRADNQHCSGLVLGDELFA-—--GLTMLEDVSVSNCKLTTLPEGLFTAASKLTKLDVSDN
GLIMLOKVSVSNCNITVLPEKLFAGATEIQIINLSNN
RDKSQLE IDCWOKNLTTIPSLPVPKKGSSALVFQSNL
IPN————-] KNFTALICT--HKNCNFIRGINGLECPKLCQCLYI---IDDLELNIDCSNLGLLOIPPLPIPSYGGVKLNFSNNS

--CSDRDLTQLP-ATLP---VDTRALDLSG--NKLESLDSGPSNTAGLA-———————
‘VANNKISHINGSAFH RASGLLYFSGGTNNIISLAGTFSRTRKLLSLNVSYNV
NHL-——-—. SSDCITHDTFADLIRLVILDLSRNQLROVNGSTFQ-—-SQYSLOILHLEHNLIENVDDNAFSSLYNLHTLMLSDN
NQE—————| SSEWITHDTFADLIRLVILNLSHNLLRHINATTFQ---SQYSLOILNLDHNQIEAIDDNAFSSLYNLHTLILSDN

—SSCGWLGPDTLADLTRLTVLDLSHNRLTRLDESSFR--—-SLHSLOTLOLOHNLIESIADLAFASLYNLHTLVLSHN

NQL-----SSHHVDNGTFSCLIRLVVLNLAHNALTRIDARTFA---ELYFLOILDLRNNSICYIEDNAFLPVYNLHTLNLAEN
NQL-----TSNHVDNTTFACLIRLIVLNLAHNALTRIDYRTFK-—-ELYFLQILNLRNNSIGHIEDNAFLPLYNLHTLNLAEN

FPCVPCDGGASINIDRFAFQ
——NPCMECPRHFP-QLHPDTFS---HLSRLEGCLVLKDS SLSWLNASWFRGLGCNLRVLDLSEN

N QLKFLCLSTTHLEKSSVLPIA-——-HLNISKVLLVLCETYCEKEDPECLODFNTESLHIVFP
No==sSeease e s s LSQLNFLCLSAMKLOKLDLLPIA---HLHLSYILLDLRNYYIKENETESLOILNAKTLHLVFH
N MSHLEILGLSGAKIQKSDFOKIA--—HLHLNTVFLGCFRTLPHYEEG--SLPILNTTKLHIVLP
NMD————— TFTKIQRKDFACLTFLEELEIDASDLOSYEPKSLK: SIQNVSHLILHMKQHILLLEIFVDVTSSVECLELRDT

N ATAEINREHFW---IPRELDYLSIGDNRIERLOSGTFRLLRNLTVLGLREN
—NLTHVSFIHLDHNKIVTVALDAFKKLSQLEDLNLSFN
VOLG----PSLTEKLCLELANTSIRNLSLSNSQLSTTSNTTFLCL-KWINLTMLDLS YNNLNVVGNDSFAWLPQLEYFFLEYN
DLSLNP--MNFIQPGAFKEIRLHKLTLRNNFDSLNVMKTCIQGLA-GLEVHRLVLGEFRNEGNLEKFDKSALEGLCNLTIEEF
——-WIVDITGNFSNAISKSQAFSLILAHHIMGAGFGFH
DRFDQHGSSSQSIAWATFPKMPRLVELDISNCSIEYVSKEAFR- NVSNLRRLFMSDNKIMTISHDTFYYVQGVQYLDLSFT
TRLH---EFSTVIASVNPCGVLPKLEILNLCGNTALHRIDEHDLVPMENSSLKHIQFHLCDNLAY IHPOALKPLKHLEGFYLRDN

76



RpToll-like-JAAS59716.1
RmToll-like
IxTollA-XP_002399580.1
DmTollC-NP_001262995.1
DmTollB-NP_524518.1
DmTollD-NP_733166.1
DmTehao-NP_477438.1
AaToll-XP 001663801.1
AaToll-XP_001658507.1
AgToll-XP_309197
AgToll-AAL37901.1
AaToll-XP 001658496.1
AaToll-XP_001647905.1
AgToll-like5-XP_560220.3

AgToll-likelA-XP_311355.3

DmToll4-NP_523515.2
DmMstProx-NP_649715.2
IxXToll-XP_002406803
IxToll-XP_002406802
IxToll-XP_ 002406804
RpToll-1ike6-JRA63491.1
RmTollB-Like
IxToll8-XP_002402229
IxToll-XP_002400628.1
AaToll-XP_001649808.1
AgToll-like6-XP_320172.2
DmToll6-NP_524081.1
DmTollo-NP_524757.1
AaToll-XP_001649813.
AaToll-XP 001660216.
AaToll-XP_001648238.
AaToll-XP 001655730.
AgToll-like7-XP_320221.4
DmToll7-NP_523797.1
Dml8weeler-NP_476814.1
HsToll-like7-NP_057646.1
HsToll-1like8-NP_619542.1
HsToll-1ike9-NP_059138.1
HsToll-likel-NP_003254.2
HsToll-1like6-NP_006059.2

O e

HsToll-1ikelO-NP_112218.2

HsToll-like2-NP_003255.2
AaToll-XP_001653950.1
AaToll-XP_001650338.1
HsToll-like3-NP_003256.1
HsToll-like4-NP_612564.1
HsToll-like5-NP_003255.2
DmTOl1S-NP_649214.1
IxToll-XP_ 002400887
Clustal Consensus

RpToll-like-JAAS59716.1
RmToll-like
IxXTollA-XP_002399580.1
DmTollC-NP_001262995.1
DmTollB-NP_524518.1
DmTollD-NP_733166.1
DmTehao-NP_477438.1
AaToll-XP_001663801.1
AaToll-XP 001658507.1
AgToll-XP_309197
AgToll-AAL37901.1
AaToll-XP 001658496.1
AaToll-XP_001647905.1
AgToll-1ike5-XP_560220.3

AgToll-likelA-XP 311355.3

DmToll4-NP_523519.2
DmMstProx—-NP_649719.2
IxToll-XP_ 002406803
IxToll-XP_002406802
IxToll-XP_ 002406804
RpToll-1ike6-JAA63491.1
RmToll8-Like
IxTollB8-XP_002402229
IxToll-XP 002400628.1
RaToll-XP 001649808.1
AgToll-1like6-XP_320172.2
DmToll6-NP_524081.1
DmTollo-NP_524757.1
AaToll-XP_001649813.
AaToll-XP_001660216.
AaToll-XP_001648238.
AaToll-XP 001655730.
AgToll-like7-XP_320221.4
DmToll7-NP_523797.1
Dml8weeler-NP_476814.1
HsToll-like7-NP_057646.1
HsToll-1ike8-NP_619542.1
HsToll-1like9-NP_059138.1
HsToll-likel-NP_003254.2
HsToll-like6-NP_006059.2

(SRR

HsToll-1likelO-NP_112218.2

HsToll-like2-NP_003255.2
AaToll-XP 001653990.1
AaToll-XP_001650338.1
HsToll-1like3-NP_003256.1
HsToll-1ike4-NP_612564.1
HsToll-like5-NP_003259.2
DmToll9-NP_645214.1
IxToll-XP_002400887
Clustal Consensus

610 620 630 640 650 660 €70 680
| RSN [RSEIY PEPURSY (RSN [RSRTN [ PR RS I

cgass e el
LLNLDLSYN--—

[T SR IS IO [Pl [
DITELPLTVFEKQFVLETLIFYRNNFV

LLNLDLSYN DLNELPLTVFEKQFVLETLIFYRNNFV
LLTLDFSYN DLTEFPLTVFEKQFVLETLIFYKNNFV
LLSLDLSNN RLTHLPDSLFAHTTNLTDLRLEDNLLT
LLSLDLSNN RLTHLPDSLFAHTTNLTDLRLEDNLLT
LLSLDLSNN RLTHLPDSLFAHTTNLTDLRLEDNLLT
LKTLDLSC AIVTLHEDVFKGLGNLTLLDLSKNRLT
LOHLNVANN RLEVIPDELLENTSELTFLDFSFNRLQ
LODLNLAYN ELESLPEHLLENTRELLTLRLSYNRLY
LQVLOLOHN: QLTGLPAGLLRNTVELHTLRLSHNQIG
LOVLOLOHN QLTGLPAGLLRNTVELHTLRLSHNQIG
LOVLNLDHN QLESIPDYFLERNVELQTLYLSHNRLR
LFRSDLSKN DIETLPEMLFETNAALQVVNISHNSLI
LKELYLQHNE- = = LINMLPDTLLOSTNKLRILNLGHNKLT
LVELNLOKNK LKSMLPDTLLADAAQLOTLNLCHNKLT
LKSLDVSYN QLTSLSVSQLPES--LHYLDIRHNKIT
VKRLDVSRN-—--—— RLTNLSINHLPAK--LDYLDVSFNEII
LRLLNLSDN LLSSIDPSEIPQG--TDELFLRGNRLS
LRKLMLRNN RIKYIRDCTFRNNGNLKYLDLAENRIE

LINLALDHNRLENIHLDGFRNCSSLODLOLSSNSLSNIPDALQVLHYLISLDLSDNRIASVSNATLSCMPNLHILRLAGNRIC

LSNLALDRNHLOTIHLEGFKNCSSLODLOLSGNRLADVPNALOFLRFLITLDLSENVITNITNTTLSGMTNLHILRLSGNQIG
VGGLYLDHNRLE SLHSDAFHNMSTLOEI ILAGNRLS SVPKVVQSLOFLRSLDVADNIITDIQNASYQGLRHLYGLNLMGNHIG
LSLLSLDNNHMTCGIHPEAFRNCSALODLNINCNDLTQVPLALKDMHLLRTIDLGENSITVIEEPCFRCMETLYGCLRLISNKIE
LSLLSLDNNALTGVHPEAFRNCSSLODLNLNGNELTQVPLALKDMRLLRTVDLGENSISVIEEPGFRCGMNNLYGLRLISNNIE
LSLLSLDNNALICVHPDAFRNCSALODLNLNGNQLKTVPLALRNMRHLRTVDLGENMI TVMED SAFKGLGNLYGLRLICNYLE
LLVLSLDFNRISRMDORSLVNCSQLODLHLNDNKLOAVPEALAHVOLLKTLDVCENMISQIENTSITQLESLY CLRMTENSLT
LTLLSLDYNRISRIDRVAFRNLSTLHDLHLNCNKLLOVPDALYDVPLLRTLDLGENHISNIDNASFKEMFHMY GCLRLTENNVE
LNQLILESNQIAYIHERAFENLTHLHDLSLNDNRLEEIPSCMKSLKFLOSLDLCKNQISEINNSSFECLEELIGLRLVDNQIT
LNQLYIESNAIDSMHPRALENLTNLNDLNLNDNRLTEI PECLCKLRFLKSLDLGKNRIVTVYNASFECLEQLLGLRLVENRIT
LSKLTLNNNLISIVERNVFKNCSDLKDLDLS SNQLTEVPHAIRDLSMLRSLDLCENQITYIENCGTFANMNOLTGLRLIDNQIE
LSKLTLNNNLISIVEPNVFRNCSDLKELDLSSNQLTEVPYAIRDLSMLRALDLGENQIARTENGTFANLNQLTGLRLIDNQIE
LSKLTLNNNLISVVEPAVFKNCSDLKELDLSSNQLNEVPRALODLAMLRTLDLCENQIRTFDNQSFKNLHOQLTGLRLIDNQIG
LTKLTLNNNLVSIVESQAFRNCSDLKELDLS SNQLTEVPEAVODLSMLKTLDLGENQISEFKNNTFRNLNQLTGLRLIDNRIG

LIQLDLSFNFELOVYRASMN -LSQAFSSLKSLKILRIRCYVFKELKSFNLSPLHNLONLEVLDLGTNFIK
LEILDLSFNYIKGSYPQHIN: —ISRNFSKLLSLRALHLRCYVFOELREDDFQPLMOLPNLSTINLGINFIK
LRKLNLSFNYQKRVSFAHLS—— ——LAPSFGSLVALKELDMHGIFFRSLDETTLRPLARLPMLOTLRLOMNFIN
VANLELSNIKCV- LEDNKCSYFLSILAKLOTNPKLSNLTLNNIETTWNSFIR
LGCLOLTNIK —-LNDDNCQVFIKFLSELTRGSTLLNFTLNHIETTWKCLVR
SKILEMTNID GKSQFVSYEMORNLSLENAKTSVLLLNKVDLLWDDLFL
GETNSLIKK: FTFRNVKITDESLFQVMKLLNQISG
LEQLDVSDN LIGRVSPGTFQGLSNLKVLMLSGNFLN
LKYLDLTNIN LRKLPEKIFSSONLLOTLRICDNMLE
VRYLNLKRSFTKQS ISLASLPKIDDFSFQWLKCLEHLNMEDNDIP
CLTNVSSFS-- 22 22 LVSVTIERVKDFSYNFGWQHLELVNCKFG
VRHLDLSHG FVFSLNSRVFETLKDLKVLNLAYNKIN

LSLIYG LKIQONVFKYLPELIYLDLSHSKMT
ETFRIIDVSQP-—- VYKAVPYRILESVARTAAEVIIFIRMT

710 720 730 740 760
SR e sk Lie ] savans | avane arane ariak [aie, svavan] sivane |ebmnessillRs sia i sousilspnse Lo i
LSFEYNFIESIEQETF

LSFEYNFIESIEQETFQ
ISFEHNFIENIEQDTFQ
LVMSRNRLRTIDSRAFV-
L LRTIDSRAFV-
I LRTIDSRAFV-
LRLNKNSLTAMSPSVFQ
LHLENNCILEIDLFAFS
LHLNDNFLHATDRLTF =
LYLDHNQLYTIELHAFK:
LYLDHNQLYTIELHAFK;
LHLENNQLQTIPQFLFS
LDLSNNQLSSLDPDIFE
LHLEYNQLYMIDRDAFI
LOLSHNLLYLIDVDAFKS
FNQYCNKWSIYCDEYHLQ
FKQTGNQWT IHCDDKPLL:

AAGNLOSLFLONNHLQYEDS
NTKALCKLYMONNHLSFHDFSFV——————— === ——————— T
QPTALHTLHLOVNQLAFETLNTLPATAPDTCDOEQLTDHIPAR
QTTALHTLHLQVNQLAFETLNTLPATAPDTGCDOEQLTDHIPAP
CTPKLEEI YMONNQLALHANSFIN-—=———==—==——==————
QSPYVIFLYLONNHLWFAG-SLYR-—

LELAGNPWSCDCEDY
LSVSDN-FLLHLNG
LDLSNNQIANLEHGIFDDASALNVILLNDNLLEDINGLFMNLAHLRLLNVSCNSIAWFDYALVPROQLKHLD————————————

LDLSNNKITALEHGIFDDAAALNVILLNDNLLKD INGLFMNLAHLRLLNVSRNGITWFDYALVPROLKHLD ——
LNLARNCIQSIEQGTFDDVPDLHALRLDSNFLDDVNGLFSNLHDLIMLNISANRVRWFDYALIPIGLO! ==

LNVARNKISYIEKGAFEPAVSVQATRLDCNLLSDIDCLFTSMPNLVWLNISDNKLEHFDY SHIPPHLOWLD
LNLARNRIAVVEPGAFEMTSSIQAVRLDGNELND INGLFSNMPSLLWLNISDNRLESFDYGHVPSTLO! e
LNLSQNKLKSIEAGSLORNSQLOATRLDCNQLKSTACLFTELPNLVWLNISCNRLEKFDYSHIPIGLOWLD——
LNLSKNRLKKVDAACFDNNTNLOATRLDGNYLTDISCLFTKLPNLVWLNISDNHLEVFDYALIPTGLOWLD——
LNLASNRIRHVDQSAFSSNPTLRAIRLDNNELEDVAGVFTSLTSLVYLNISDNNIGCWFDYSHYPQSLEWLD——
LNLASNQIRHIDOSAFSSNPTIRAIRLDNNELEDISGVFTSLPALVFLNVSDNQIRNFDYSHLPPSLEWLD
LNLARNRVONIERGSFDKNLDIEATRLDENFLTDINGIFATLSSLLWLNLAONHLVWFDYAFIPSKLKWLD-——
LNLAKNRVONIERGSFDRNLDIEATRLDGNFLTDINGIFATLASLLWLNLAENHLVWFDYAFTIPSNLKWLD——
LNLAKNRIQSIERGSFDKNFELEATIRLDRNFLADINGVFATLVSLLWLNLSENHLVWFDYAFIPSNLKWLD-——
LNLAKNRIQSIERGAFDKNTEIEATRLDKNFLTDINGIFATLASLLWLNLSENHLVWFDYAFIPSNLKWLD——
IDLSVNKISPSGDSSEVGFCSNARTSVE
IYLSENRISPLVKDTRQSYANSS
VDLSDNRISGASELTATMCEADG

SNVKL--QGQLDFRDFDYSGTSIK: ALSTHQVVSDVFCFPQ
¥YNLTI--IESIREEDFTYSKTTLK ALTIEHITNQVFLFSQ-—
RNVTFGCKAYLDHNSFDY SNTVMR-— - —————=—=——==———=——— TIKLEHVHFRVFYIQQ-—
NFRASDNDRVIDPGKVET LTIRRLHIPRFYLFYDLS- -

LHLOGNEIKHINENMFHG
LSLENNRIRNLSCDLFKSN

LSLSNSFTSLRTLTNETFVS
TSNKGGNAFSEVDLP
LNLSYNLLGELYSSNFYG
LSLCYTATIPMVSSTIFKN
LVLESCKIREFKANALON

LPNLEEVSFRRNLFLCVPPCLLAP-

77



RpToll-1like-JAAS59716.1
RmToll-like

IXTollA-XP 002399580.1
DmTollC-NP_001262995.1
DmTollB-NP_524518.1
DmTollD-NP_733166.1
DmTehao-NP_477438.1
AaToll-XP_001663801.1
AaToll-XP_001658507.1
AgToll-XP_ 309197
AgToll-AAL37901.1
AaToll-XP 001658496.1
AaToll-XP_001647905.1
AgToll-1ike5-XP_560220.3

AgToll-likelA-XP_311355.3

DmToll4-NP_523519.2
DmMstProx-NP_649719.2
IxToll-XP_002406803
IxToll-XP_002406802
IxToll-XP_002406804
RpToll-1ike6-JAA63491.1
RmToll8-Like
IxToll8-XP_002402229
IxToll-XP 002400628.1
RaToll-XP_001649808.1
AgToll-like6-XP_320172.2
DmToll6-NP_524081.1
DmTollo-NP_524757.1
AaToll-XP_001649813.
AaToll-XP_001660216.
RaToll-XP_001648238.
AaToll-XP_001655730.
AgToll-like7-XP_320221.4
DmToll7-NP_523797.1
Dml8weeler-NP_476814.1
HsToll-like7-NP_057646.1
HsToll-1ikeB8-NP_619542.1
HsToll-1ike9-NP_059138.1
HsToll-likel-NP_003254.2
HsToll-like6-NP_006059.2

(SRS

HsToll-1ikel0-NP_112218.2

HsToll-like2-NP_003255.2
AaToll-XP_001653990.1
AaToll-XP 001650338.1
HsToll-1like3-NP_003256.1
HsToll-1ike4-NP_612564.1
HsToll-like5-NP_003255.2
DmToll9-NP_649214.1
IxToll-XP_002400887
Clustal Consensus

RpToll-like-JAA59716.1
RmToll-like
IxTollA-XP_002399580.1
DmTollC-NP_001262995.1
DmTollB-NP_524518.1
DmTollD-NP_733166.1
DmTehao-NP_477438.1
AaToll-XP_001663801.1
AaToll-XP 001658507.1
AgToll-XP_ 309197
AgToll-AAT37901.1
AaToll-XP_001658496.1
AaToll-XP 001647905.1
AgToll-like5-XP_560220.3

AgToll-likelA-XP_311355.3

DmTol1l4-NP_523519.2
DmMstProx-NP_649715.2
IxToll-XP_ 002406803
IxToll-XP_ 002406802
IxToll-XP_ 002406804
RpToll-1ike6-JAR63491.1
RmToll8-Like
IxToll8-XP_002402229
IxToll-XP_002400628.1
AaToll-XP_001649808.1
AgToll-like6-XP_320172.2
DmToll6-NP_524081.1
DmTollo-NP_524757.1
AaToll-XP _001649813.
AaToll-XP_001660216.
AaToll-XP 001648238.
AaToll-XP_001655730.
AgToll-like7-XP_320221.4
DmToll7-NP_523797.1
Dml8weeler-NP_476814.1
HsToll-1like7-NP_057646.1
HsToll-1ike8-NP_619542.1
HsToll-like9-NP_059138.1
HsToll-likel-NP_003254.2
HsToll-1ike6-NP_006055.2

(SRS

HsToll-1likelO-NP_112218.2

HsToll-1ike2-NP_003255.2
AaToll-XP_001653990.1
AaToll-XP_001650338.1
HsToll-1ike3-NP_003256.1
HsToll-like4-NP_612564.1
HsToll-1ike5-NP_003259.2
DmToll9-NP_649214.1
IxToll-XP_002400887
Clustal Consensus

810 820 830 840 850 860 870 8eo
R R e L o B B L o [ I R R T T KTl L
KKLKRVDLSRNNLIQFPDINWDIYLALEKLNLDYNNITYLRVPNLISTSTEVSLRFNKIKAVOVTELEILKKYETKEKTYNTD
KKLKRVDLSRNNLIQFPDVNWDIYLALEKLNLDYNNITYLRVPNLISTSTEVSLRFNKIKAVOQVTELEILKKYETKEKTYNTD
KRLKRVDLSRNNLLAFPD INWDIYLALEKLNLDHNNISYFRVPNLISDNTEVSLRSNKIKAVQOVTELEILKKFETKEKAY-TD
HCLLTLNLRNNSIIFVYNDWKNTMLOLRELDLSYNNISSLGYEDLAFLSONRLHVNMTHNKIRRIALPEDVHLCEGYN-————
HGLLTLNLRNNSIIFVYNDWKNTMLOLRELDLSYNNISS! YEDLAFLSOQNRLHVNMTHNKIRRIALPEDVHLGEGYN——
HGLLTLNLRNNSIIFVYNDWKNTMLOLRELDLSYNNISSLCYEDLAFLSONRLHVNMTHNKIRRIALPEDVHLCEGYN-—

NNLRVLNLKNNSISAILHDWNYNALQLHELDLSNNKFTRLTYLNLHFISRDIRIDLTH-NGISRVDMSGFRIPSASKQ---PR
ENLQILNLRNNSITTIFRDWNYNNLHLRELDLSYNNISTLSYLSLQFLSQODVRVNLTH-NRISEIDLKDMEPIITSQR---SQ
HOLRELDLSSNWLTAVPRDLLLNTHELORLNLTRNNITSLTYANLOFLAPATTVDLRH-NSIFEIDLADMERLVLLEPRNFDE
HQLRELDLSSNWLTAVPRDLLLNTHELORLNLTRNNITSLTYANLOFLAPATITVDLRH-NSIFEIDLADMERLVLLEPRNFDE
QOKLRILHLRNNSISTIFQDWYINNLELQSLDLSFNKLPCLSYTQLOFQSN-ITLNLSN-NEISQVLLIDDLDL-— -—QP
MOLRELNLRNNSIDRVDIAW-IESPELKKLDLSYNKLSKFDNDDFKFRSNEMVVDLEF-NQTAMLSLMAMDAT - — —KG
AQLTDLDLSYNAITKIFGDFKGFMCNLOSLDLSHNLIMNISDKDFSFLSPKIEKVNLE SNRITMFTFND SKKSTFSNR- s
HKVRRLDLS YNAIDHLFVPFONFMESLHTLILSHNLITHIGYAELSFLFN-LEGVNLKSNKIAHLDFN--LTSIPSHH--—-L
EIIDAFGPSDKYFN-———— LKIMEALNHATWLFSCEFDEIILHHLNSPCPYRCSCCFEWHTGEFLINCRNLSLDIYPRLPNSTI
QLLOSMHRKLNNLNTIMS IYKYMEWLHRKLIFVNREYDLFYIROMAAPCPHKCECCYSRDSLILKIDCRNKFVYNFP---DIV

ELEDKMHLKILDASSNHIREINAGSFPNQIEMINLSNNRISITHPFTFMIKHNLTKVNLTONRLONLDINAFRLKPT-—————

ELEDKMHLKILDASYNNIKEINAASFPNQVEVISLSMNRISITHPFTFMAKHNLTKVNLTHNRLONVDINAFRLKPIS-—-—-S
ELESILKLRTLDVSHNRLTDLDSSSLPNGIEIVFLRNNQLRRIQPFTFLCKONLTRVDLTENRLETLDMTMFRLSEVP-——-S
CMDNQLYLQTLDASFNRLTKVTPSSIPNSIEFLFLNDNQIMHVE PHCF IHKTNLTRVDLYANQLTGLDIKALRLOPVP— D

GLDNQLHLOTLDASFNRLTRVTPATIPNSIEFLFLNDNLIVHVEPHCFTHKTNLTRVDLYANQLTSLDIKALRLOPVP-—-—-E
GLDSELKLOTLDVSFNQLORIGPSSIPNSIELLFLNDNLITTVDPDTFMHKTNLTRVDLYANQITTLDIKSLRILPVW-——-E
EIESELSLSTFDASYNLLTEITASSIPNSVEVLYLNDNQISKIQPYTFFKKPNLTRVDLVRNRLTTLEPNALRLSPIA--—-E
EIESQLALSTIDASSNQLTEITGSAIPNSVELLYLNDNLISKVQSYTFFKKPNLTRVDLFCNKITTLDPNALRISAVP-——-D
DVCNWFQLKMLDVSHNRIKYINSSSFPKNIETLLLNNNLIEEIAPETFTSKESIVKVVLYGNHLRRLEMSSLALTLVP-
DLNN-LQIKMLDVSFNRLVSVDNKNIPDSIETLFLNNNVLEEVAACTFLNKKNLEKVVLYCNY IKKLEIGALALTRVG
KLOEEIKVKTLDASHNRLTDIGPMNVPNSVELLFVNDNHISTIHANTFIDKINLARVDMYANSLKKLOLHQLRVAPQP-——-V
KLOEEIKVKTLDASHNRLTDLGPMNVPNSVELLFVNDNHIGTIHANTFIDKVNLARVDLYANALKKLOLHOLRVAPAPPT--T
KLOEEIRVKTLDASHNRITEIGPMSIPNTIELLFINNNLIGNVQPNAFVDKANLARVDLYANOLSKLOLOOLRVAPVV-——-A
KLOEEIRVTTLDASHNRITEIGAMSVPNSIELLFINNNIIGQIQANTFVDKTRLARVDLYANVLSKISLNALRVAPVS—
KYCOTLDLSKNSIFFVKSSDFQOHLSFLKCLNLS--GNLISQTLNGSEFQPLAELRYLDFSNNRLDLLHSTAFEELHKL-—
AYCKALDLSLNSIFFIGPNQFENLPDIACLNLS--ANSNAQVLSGTEFSATPHVKYLDLTNNRLDFDNASALTELSDL-—
TLNFTLDLSRNNLVTVQPEMFAQLSHLOCLRLS - -~HNCISQAVNGSQFLPLTGLOVLDLSHNKLDLYHEHSFTELPRL-—
EIFSNMNIKNFTVSGCTRMVHMLCPSKISPFLHLDFSNNLLTDTVFENCCHLTELETLILOMNQLKELSKIAEMTTOMKS —
TVFSEMNIMMLTISDTPFIHMLCPHAPSTFKFLNFTONVFTDSIFEKCSTLVKLETLILOKNGLKDLFKVGLMTKDMPS
LLLTKMDIENLTISNAQMPHMLFPNY PTKFQYLNFANNILTDELFKRTIQLPHLKTLILNGNKLETLSLVSCFANNTP—
ERVKRITVENSKVFLVPCLLSQHLKSLEYLDLSENLMVEE YLKNSACEDAWPSLOTLILRONHLASLEKTGETLLTLKN
-MVNLRIVNLNGNCMLDIPPNLLISQGTS-—
DGLDSLOMLALHNNRIWKINDRVLNGLRNVEKIGLHNNNIYNLSPNAFNELLLLKVIHLYDNRIRDLAPN
GHLEVLDLGLNEIGQELTG--QEWRGLENIFEIYLSYNKYLOLTRNSFALVPSLORLMLRRVALKNVDSSPSPFOPLR—
FGCTTSLKYLDLSFNGVITMSSNFLGLEQLEHLD FOHSNLKOMSEFSVFLSLRNLIYLDISHTHTR
EKLQTLDLRDNALTTIHFIPSIPDIFLSCNKLVTLPKINLTANLIHLSENRLENLDILYFLLRVPHLOILILNOQNRFS——
———IANTLKYLYFERSNIKDLEWSKSLKNLOVLGLAGCNNINALTPAMFQSLESLEILDLSSNHVCNWYRSAFHNNSALR-
IKFLDLSGYDRGFVQLDLPDYVFSKMVNLREIAYIYDAFVSYSNSDTQWVISRLLPQLECSTISNLKLCVYDRDFVAG-————

9210 9220 9230 240 950 960 970 280
S o [isiie similua. cimial] sisiia [eseie ot fisie oiwilie sionsl).sisisie (ronsis o Visin sioilua siwior) siciain [imsaie o {yaia siwilie siopal] sisise
COLYDFIKYLSDNN--QOKDIALFKNSPSYTCESPKVLRGKNLLDVDPDOLICTIKEN
COLYDFIKYLSDNN--QKDIALFKNSPSYTCESPKVLRGKNLLDVDPEQLICTIKEN
CHIYDFIRYLSDSN--QKEIALFKNAASYKCHDPSSLSCKSLLTVEPGQOLICSIKEN
CTILWFIQLVRGVHKPQYSROFKLRTDRLVCSQPNVLECTPVRQIEPQTLICPLDFSDDPRE
CTILWFIQLVRGVHKPQYSROFKLRTDRLVCSQPNVLECTPVRQIEPQTLICPLDFSDDPRE.
CTILWFIQLVRGVHKPQVSROFKLRTDRLVCSQPNVLEGCTPVRQIEPQTLICPLDFSDDPRE.

—————————————— TQFYGATLLMNYEAVVCT - DEACQYKSAE -
CSALSFVQYIQDP--SSSIRRIQFSTRELHCLTPENLNGTKVSIVPLADLTCQLDQP:
CVIFSFVQYLLNELDSAVYRRIQFVADDLRCSEPONLEGVHVSKLOTKDLLCOLDQPCTET
CIAYAFAQYIONRLATAVYDRFELVANELTCHGPEHLEGALIKDVPTRELLCELDTPSTAT-—————————————————————
CIAYAFAQYIONRLATAVYDRFELVANELTCHCPEHLEGALIKDVPTRELLCELDTPSTAT
CNALKFIQLIQSK----PEHGCLQFNVDQLRCSEPPNLLDVTMDQLOTKDLLCDFESA:
CQVTSFVQFLOMTG--HVYRRWRFTVDHLRCVEPDLNRGINVVKVNVANLLCKID———
CISSSLVTYLODOL- NACKFVPLKCLHCAQPPELLGRKPODLSLEDLLCKIDVSSG
CMSYPLVTYLKAES--—--YSSKSDMLECLOCAQPLKLLCLOLODVOLEDLICAIDASSG
NTESLVVAGHASTHKLHMSONLLRELPLHLLPENITYLDVRNNLLKYLDDGVIAFLEYRENI - ————————————————————
————————— -MSSPMELHLSKNNISNITIAMLPKELRFLDLRFNNLVTLDDKVLS KN

CSMEWLORINSLDG--QYPQVMDLAKVVCOMPFCRRRPRLLLSEANSSDFLCKYKSHCFALCHCCEFDACDCEMVCPENCTCY
TSFGP: EFPGC
CTMEWLORINNLDEIRQYPRVVDLNEVMCOMPFCRRKPRMLLSDANS SDFLCKYKSHCFALCHCCEFDACDCEMVCPENCTCY
CHMEWLORLGNLDDSRQYPRVIDLADVVCHLSFTRRKATLPLVKAHS SQFLCRYRNHCFALCHCCDFDACDCEMVCPDNCTCY
CNIDWLOKINH-VTSROYPTINDIETVYCKLPYNRERSFIPLIEAEPKHFLCNYQTHCFALCHCCEFDACDCEMTCPNKCQOCY
CNIDWLOKINH-VTSRQYPTINDIETVYCKLMYNRERSYIPLIEAEPKHFLCSYNTHCFALCHCCEFDACDCEMTCPNNCACY
CNIDWLOKINH-ITSRQYPRIMDLETIYCKLLNNRERAYIPLIEAEPKHFLCTYKTHCFAVCHCCEFDACDCEMTCPTNCTCF
CNLDWLOKVN--RESRTQPQLMDLDOIHCRLAYARGSSHVSLIEAKSDDFLCKYASHCFALCHCCDFQACDCKMECPDRCSCY
CNLNWLOKNN--VDSRTQPKIMDLDSIYCKLLYNRGRTYVPLVEALPNQFLCKYETHCFALCHCCDFYACDCKMECPARCTCY
CSMEWLORINELSYLRQOVPQVKDLD SVMCTMEHERGELVRPLMEMKASE FLCKYESHCFATCHCCDFDACDCKMTCPDRCNCY
CTMEWLQGINKLSHLROHPRVMDLD TVMCTMEHERCGASIRPLMDLNTHD FLCQYETHCFATCHCCD FDACDCKMTCPDRCSCY
CSMEWMORVNN-LTARQHPKILDLPNVECIMPHARGTPIRPIISLKPKDFLCKYETHCFALCHCCDFDACDCEMTCPTNCTCY
CSMEWMQORVNN-LTTROHPKIMDLPNVECIMPHARGSPTRPIVSLOPKDFLCRYETHCFALCHCCDFDACDCEMTCPSNCTCY
CTMDWLORINN-LTTRQHPRVMDMANIECVMPHARCAAVRPLSCLRPODFLCRYESHCFALCHCCDFDACDCEMTCPSNCTCY
CSMEWLORINN-LTTRQHPHVVDLCGNIECLMPHSRSAPLRPLASLSASDFVCKYESHCPPTCHCCEYEQCECEVICPCNCSCF

GITHMLNFTKN ——LKVLOKIMMNDNDISSSTSR-TMESESLRTLEFRCNHLDVLWRECGDNRYLOLFKN—
GVTHHLEFIQN--—---—-FTNLKVLNLSHNNIYTLTDKYNLESKSLVELVFSGNRLDILWNDDDNRYISIFKG—
GD-LYLHFFQG

GVGHNFSFVAH-—————— LRTLRHLSLAHNNIHSQVSQ-QLCSTSLRALDFSCGNALG

____________________ -VLNLRSNTINMLSNEMLKDFER-

78



RpToll-like-JAAS59716.1
RmToll-like
IxTollA-XP_002399580.1
DmTollC-NP_001262995.1
DmTollB-NP_524518.1
DmTollD-NP_733166.1
DmTehao-NP_477438.1
AaToll-XP_001663801.1
AaToll-XP_001658507.1
AgToll-XP_ 309197
AgToll-AAL37901.1
AaToll-XP 001658496.1
AaToll-XP_001647905.1
AgToll-like5-XP_560220.3
AgToll-likelA-XP 311355.3
DmToll4-NP_523519.2
DmMstProx-NP_649715.2
IxToll-XP_002406803
IxToll-XP_ 002406802
IxToll-XP_ 002406804
RpToll-1ike6-JAA63491.1
RmToll8-Like
IxXToll8-XP_002402229
IxToll-XP_002400628.1
AaToll-XP_001645808.1
AgToll-like6-XP_320172.2
DmToll6-NP_524081.1
DmTollo-NP_524757.1
AaToll-XP_001649813.
AaToll-XP_001660216.
AaToll-XP_001648238.
AaToll-XP_001655730.
AgToll-like7-XP_320221.4
DmToll7-NP_523797.1
Dml8weeler-NP_476814.1
HsToll-like7-NP_057646.1
HsToll-like8-NP_619542.1
HsToll-1like9-NP_059138.1
HsToll-likel-NP_003254.2
HsToll-like6-NP_006059.2
HsToll-likelO-NP_112218.2
HsToll-like2-NP_003255.2
AaToll-XP_001653990.1
AaToll-XP 001650338.1
HsToll-1like3-NP_003256.1
HsToll-like4-NP_612564.1
HsToll-like5-NP_003255.2
DmToll9-NP_649214.1
IxToll-XP_002400887
Clustal Consensus

o

RpToll-like-JAAS59716.1
RmToll-like
IxTollA-XP_002399580.1
DmTollC-NP_001262995.1
DmTollB-NP_524518.1
DmTollD-NP_733166.1
DmTehao-NP_477438.1
RaToll-XP_001663801.1
AaToll-XP_001658507.1
AgToll-XP_309197
AgToll-RAL37501.1
AaToll-XP_001658496.1
AaToll-XP _001647905.1
AgToll-like5-XP_560220.3
AgToll-likelA-XP 311355.3
DmToll4-NP_523519.2
DmMstProx-NP_649719.2
IxXToll-XP_ 002406803
IxToll-XP_002406802
IxToll-XP_ 002406804
RpToll-1ike6-JAR63491.1
RmToll8-Like
IxToll8-XP_002402229
IxToll-XP_002400628.1
AaToll-XP_001649808.1
AgToll-like6-XP_320172.2
DmToll6-NP_524081.1
DmTollo-NP_524757.1
AaToll-XP_001649813.
RaToll-XP_001660216.
AaToll-XP_001648238.
AaToll-XP_001655730.
AgToll-like7-XP_320221.4
DmToll7-NP_523797.1
Dml8weeler—-NP_476814.1
HsToll-like7-NP_057646.1
HsToll-1like8-NP_619542.1
HsToll-like9-NP_059138.1
HsToll-likel-NP_003254.2
HsToll-1like6-NP_006059.2
HsToll-1likelO-NP_112218.2
HsToll-like2-NP_003255.2
AaToll-XP_001653990.1
AaToll-XP_001650338.1
HsToll-like3-NP_003256.1
HsToll-like4-NP_612564.1
HsToll-1like5-NP_003259.2
DmTol1lS-NP_649214.1
IxToll-XP 002400887
Clustal Consensus

O e

1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080

RKCPRGCCNCHVRTYDKALVINCHSGNLTHVPRLPNL—— —HKNMOIMELHLENNTLL
RKCPRGCCNCHVRTYDKALVINCHSCNLTHVPRLPNL-— —HKNMOIMELHLENNTLL
RKCPRGCNCHVRTYDKALVINCHSGNLTHVPRLPNL— —HKNMQLMELHLENNTLL
WQCDPRCICWVQRSVGSLIVDCRCTSLEELPDLP-—— —RTTLLSTVLKVGNNSLT
RCPKECHCFQRPIDLTVVVNCTSRGLIRIPQLPYP— ETFGYSSIELHIDNNSIN
KHCPANCSCHVRPLDRGVIVNCTRQCLTEIPALPQP— TMFGYNFIELHVEDNNIT
RHCPAPCRCYIRPEDTGVIIDCSGQALTEVPELPRP— TTFCYRFIELHLENNNIS
RHCPAPCRCYIRPEDTGVIIDCSGOALTEVPELPRP— TTFGYRFIELHLENNNIS
NDCPKDCQCAMRLVDYTVIVNCSCRCGLTEFPDLPIPSQ LHEDFNALEVHVENNRLT

‘VSLNFNDVELYLKNNSIK

—SIIGRNMIELYLEQNMIK

IKTKLSGNPWNCDCKSRSVLSILRDHEPLEYDVTLKRC----NISPTDCPDVCVCCLDNL

MIODADEIFCAEGE
-AFRQWAEAYTDVVEDAEEITCAKGE-
VSHMPOLRILNFSHNATIQTLYGNDEF"
STI----PSRIPMDVTELYLDGNDMTHLSSHSFIGRKN-LKALYLNNSNIQSLHNRTFN!
——FIGRKN-LKALYLNNSNIQSLHNRTFN
GAT----PPRVPMDVTELYLDGNDMSHLS SHSFIGRKN-LKVLYLNNSNVQTIHNRTFN
IAV-—--PKQLPMDVTELYLDGNDIPALSSHTFICRKN-MKVLYLNSSNVQTVHNRTFS;
TD--—--IPNNIPMDTTEVYLDGNNLVELSGHSFIGRKN-LKVLYANHSNIEIIYNTTFI

——-LVGVQVLHLDHNKIT

TD —IPNNIPMDTTEVYIDGNNLVELSGHSFICRKN-LRVLYANHSNIEATYNTTFIG
SE--—--MPRRVPMDTSELYIDGNNFVELAGHSFLGCRKN-LAVLYANNSNVAHIYNTTFSG
EQT--—-LPSHIPMDSTQOLYLDGNNFRELQSHAFICRKR-LKVLHLNHSRIEVLHNRTFY!

EEQ-—--LPEQIPMDSTQIYLDGNNFRTLSSHAFLGRKK-LKVLFLNNSNVEMISNRTFY! —--LKELEILQLDHNQIT
NS—----IPVKIPMDATDIYLDGNNFGQLESHVFIGCKKK-LKSLYLNNSHIDGLNNKTFG ——IPALSVLHLEHNGLE
TE--—--VAEHIPMDATTIYLDGNDLKQLGSHQFIGCKKK-LEVLYLNNSNIANVHNRTFN! ——IPSLRVLHLENNYVE
TLS-—---KPVPMDATEVYMDGNDY PELONHAFIGRKN-LKVLFANASKIITIQNRTFAG --LTALQVLHLEDNAIQ

AAAAAGGCLRPVPMDATEVYLDGNDIPELQHHVFIGCRKN-LKVLYANASRIATIONRTFAS LTALOQALHLEDNALQ

—~LKNLETLDLSHNQLT

———-LOQLDISQNSVSYDEKKCDCSWIKSLLSLNMSSNILTDTIFRCLP——
—LEILDVSWNSLESGRHKENCTWVESIVVLNLSSNMLTDSVFRCLP—
—~LEHLDLSQNLLOHK-NDENCSWPETVVNMNLS YNKLSDSVFRCLP—
SFHSMPETCOWPEKMKYLNLSSTRIHSVTGCIPKT—
IDLDVSONKLVSIPPRILTK—
LFENNILLEEVVLRNNLISAIPQATFRY - LTKLOILDLSGNKIT
— NIANINDDMLECLEKLEILDLOHNNLARLWKHANPCGPIYFLKCLSHLHILNLESNGFD
VAFNGIFNGLSSLEVLKMAGNSFQENFLPDIFT-—————-
SCSCDQTPSENPSLEQLFLGENMLOLAWETELCWDVFEG
= LDYLSLCDNDFICDCHLRAVVEVAAANNKDADCSYRLLN-
RNISECILDSIKHSRKIILVLSNSFLOSPWCRTDS——

-MGGDVKLONNLID

1120 113 1140 1150 1160 1170 1180
PP (RSP ISP RSO ISE (RSPSPISN [PUPPIGN [PRRSTN I Ur IPTTOIt [PTTI RSN IR ae N
NTLKAFDASRLPRRLEYLSLTNNSLRSMTPELMAMFANSSAT
NTLKEFDASRLPRRLOYLSLTNNSLRSMKPELMAMFANSSAT
NLLSNLDLTTMPRRLOILSLTNNRLRSLTPQLMCMLSNSSST

NNLTSID-VDQLPTNLTHLDISWNHLOMLNATVLCGFLNRTMKW
NNLTSID-VDQLPTNLTHLDISWNHLOMLNATVLCFLNRTMKW
NNLTSID-VDQLPTNLTHLDISWNHLOMLNATVLGFLNRTMKW
NNLTSLG: QLPDNLTHLDVRGNQIQSLSDEFLLFLOEPNNT
NNFISQLH--NLPSNLRVLDVSONRLTTLDATITIQALNGSLPL
NNAIVELLPENLPSSLRILDVTONKFVMLNQSVVESLNSSKVL
NNSIAALAADQLPRSLRLLDLSRNRLTTLDGPLAESLTASTTL
== NNSIAALAADQLPRSLRLLDLSRNRLTTLDGPLAESLTASTTL
NNSIQNLLPHNIPSKLRIIDLSONLLEMIDDSTLAQINRSSHL
YNQFONLS—-SDLLLGVKILDISNNNLSSFIELTN-LLNNSRQOL
FITLPGDSLPEQLELLDVSGNQLTEVDAAFITKLNHT-AL
NNRLIALSAESLPKNLELLDVSCGNQLTEIDAVFIQKLKSS-TL
EIPQLPTPTYCQTTLVFERNSLKKWPSSLLPCYSSVTRFYLAHNRLSDIDOLPDKLEYLDISNNNFSALDDRVRCGFLOKRMNS

OMPSLSS———— RVTYVDLRNNNLTALSQKNRSSIENRS-—
NVLVSLKSFMEVCOKELC————————
NOLVSLKRFMDLCQKDLC
YNDPELTFIVAYGNN——— -
RELHLSHN RLSSLSNRTFAALRSLEVLRLDNNYLLEFPVWQLRTNT-———L
RELHLSHN
RELHLSHN
KELYLSYN
RELYLQGN KISYIEDHTFSELRKLEVLRLDGSRISSFEVWQLASND-———Y
RELYLQGN RIAYIEDHTFAELRKLEVLRLDGNRITSFEVHQLSAND-———Y
RELYLQSN-——-—— KIASIANGSFOMLRKLEVLRLDGNRLMHFEVWOLSAND—
QELYLQHN ATATIDTLTFTHLYHLKILRLDHNAITSFAVWN-FLPS—
KELLLOFN KISTIANHSFDHLPNLRVLRLDENRIVEFNMW-—HLEPK-
KELFLDE SISAIGNKSFYYQKSLEVLTISDNKISELKPWELMPLG-——CR
NELYLDHN ATCYVCEKTFENLKFLEVINLSDNKISCFSPWHALAAASETCS
KELYLONN MISVIANNSFAPLYSLOVLRIDGNRLTTIPMAQLOASQ--LOS
RELYLONN--— GLQSIANGSFAPLYSLRVLRLDGNRLVTMPLFQLOAAQGNLOA
RELYLONN QLTTIENATLAPLAALELIRIDGNRLVTLPIWOMHATH-FCTR
RELYLHNN————— = === == — e MLTHISNATFEPLVSLEVLRLDNNRLSSLPHLOVRHSL-————
KNLILKNN---——— QIRSLTKYFLODAFQLRYLDLSSNKIQMIQKTSFPENVLN--N
RTLLLSHN RISHLPSCFLSEVSSLKHLDLSSNLLKTINKSALETKTTT-—K
RRLDVSCN ISFVAPCFFSKAKELRELNLSANALKTVDHSWFCP-LAS——A
QELNVAFN
QELNVAFN
RELNIAFN FLTDLPG--CSHFSRLSVLNIEMNFILSPSLDFVQSCQ-———E
KELYISRN KLMTLPDASLLPMLLVLKISRNAITTFSKEQLDSFH-———T

e NTFRKATNISTIMLYGNKITELEDDSFDG————
EIRTINECTLRSQKNLEMLDLSONKISDIRADTFONLVN
NLNTLPASVFNNQVSLKSLNLOKNLITSVEKKVFGPAFRN
FFSLDTFPYKCLNSLOVLDY SLNHIMTSKKQELOHFP——
RLTVLSHNDLPANLEILDISRNQLLAPNPDVFVSLS—
NIREFNRANHIIKLRFSSEDYMVAKCSAAQPYHLGDLDGDLTL
RTYGATYCKG- VIYDIHTLOEDPODEVLNLELESEKVRVVAARRLGKTN-————

79



RpToll-like-JAAS59716.1
RmToll-like
IxTollA-XP_002399580.1
DmTollC-NP_001262995.1
DmTollB-NP_524518.1
DmTollD-NP_733166.1
DmTehao-NP_477438.1
AaToll-XP 001663801.1
AaToll-XP_001658507.1
AgToll-XP 309197
AQToll-AAL37901.1
AaToll-XP_001658496.1
AaToll-XP_001647905.1
AgToll-like5-XP_560220.3

AgToll-likelA-XP_311355.3

DmTol1l4-NP_523519.2
DmMstProx-NP_649719.2
IxToll-XP_002406803
IxToll-XP_002406802
IxToll-XP_ 002406804
RpToll-1ike6-JAR63491.1
RmToll8-Like
IxXToll8-XP_002402229
IxXToll-XP 002400628.1
AaToll-XP_001649808.1
AgToll-like6-XP_320172.2
DmToll6-NP_524081.1
DmTollo-NP_524757.1
AaToll-XP_001649813.
AaToll-XP 001660216.
AaToll-XP_001648238.
AaToll-XP_001655730.
AgToll-like7-XP_320221.4
DmToll7-NP_523797.1
Dml8weeler—-NP_476814.1
HsToll-like7-NP_057646.1
HsToll-1likeB8-NP_619542.1
HsToll-1like9-NP_059138.1
HsToll-likel-NP_003254.2
HsToll-1like6-NP_006059.2

O e

HsToll-1likel0O-NP_112218.2

HsToll-like2-NP_003255.2
RaToll-XP_001653990.1
AaToll-XP_001650338.1
HsToll-like3-NP_003256.1
HsToll-1ike4-NP_612564.1
HsToll-1like5-NP_003259.2
DmToll9-NP_649214.1
IxToll-XP_ 002400887
Clustal Consensus

RpToll-like-JAA59716.1
RmToll-like
IxTollA-XP_002399580.1
DmTollC-NP_001262995.1
DmTollB-NP_524518.1
DmTollD-NP_733166.1
DmTehao-NP_477438.1
AaToll-XP 001663801.1
AaToll-XP _001658507.1
AgToll-XP_309197
AgTOl1-AAL37901.1
AaToll-XP 001658496.1
AaToll-XP_001647905.1
AgToll-like5-XP_560220.3

AgToll-likelA-XP 311355.3

DmToll4-NP_523515.2
DmMstProx—NP_6459719.2
IxToll-XP_ 002406803
IxToll-XP 002406802
IxToll-XP_002406804
RpToll-1ike6-JAR63491.1
RmToll8-Like
IxTollB8-XP_002402229
IxToll-XP_002400628.1
RaToll-XP_001649808.1
AgToll-like6-XP_320172.2
DmToll6-NP_524081.1
DmTollo-NP_524757.1
AaToll-XP_001649813.
AaToll-XP_001660216.
RaToll-XP_001648238.
RaToll-XP_001655730.
AgToll-like7-XP_320221.4
DmToll7-NP_523797.1
Dml8weeler-NP_476814.1
HsToll-like7-NP_057646.1
HsToll-1like8-NP_619542.1
HsToll-1ikeS-NP_059138.1
HsToll-likel-NP_003254.2
HsToll-like6-NP_006055.2

(SRS

HsToll-1ikelO-NP_112218.2

HsToll-1like2-NP_003255.2
AaToll-XP_001653990.1
AaToll-XP _001650338.1
HsToll-1like3-NP_003256.1
HsToll-1ike4-NP_612564.1
HsToll-like5-NP_003259.2
DmTol19-NP_649214.1
IxToll-XP_002400887
Clustal Consensus

1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280
= sz a0 3 ol ) z SRl & 2% Toses

TFPFKVWLRuHVYMIKDILDIACuEKISLNDTLALSYINEI

TFPFKVWLRCHVYMIKDYLDIACGEKISLNDTLALSYINETL
TFSFKTWLRGHVYMVKDYPDIACGDGVRFNDTHFLYFINET
AKPLLLFTODNFERICDRNEMMCVNAEMPTRMVELSTN
AKPLLLFTODNFERIGDRNEMMCVNAEMPTRMVELSTN:
AKPLLLFTODNFERIGCDRNEMMCVNAEMPTRMVELSTN:
SLSLLFFVRTNPQRVRDIADIVCTKOKK--SFQOMEAF-
SAPFLDFVQOTYQLIADTIHITCP-NGQRLVAISVV:
SAQFMNFVQONHKKIADLGQITCE-TGEEFSLITVN-
TTOLLTFAHANQRRIEDFGRLRCS-DGRPLEQMTLS
TTQLLTFAHANORRIEDFGRLRCS-DGRPLEQMTLS——————————————————————————
ASSFLIFVQONSRLISDMSAVRCHPSGKSLDSITVN:
SIDHLRVIQTTSDRIEDSKYMRCS-DGRDLNLLTV:
N-PLLAFAVDNAARITGYSTLOCS-DGQPINSATLI SSEES - S
N-PLLTFAVDNAARITDYVVLQCI-DGQPINSATLK-
DKDFLVFVKEQAKNIANASATIQOCT DTCGRSLI
DIEKINFMKSVSSSIVDFTEIKC N-GEKLV:

PFLLEFDASSCLM:nn
GPFLLEFNATACTNFT

FLNKLRIYLQSN-TEKIIDANEISCVYNNLTS—
FVNKLRSYLOSN-ADKIVDANEISCSYNNATS—
YLARFRNYLGQS-SEKIIDASRVSCIYNNATS—
FIDKLRDYINR--HEYVVDKLKMKC--DVISGNSTQOMV-
YVEKFREYLKT--YDFVRDKVKVRCSATITSGND TAMIV!
SMGKLVDWAERQ-FNETNCLSEFQCSNNKLLK—
SLHKMORWIRDV-GCEFD-INRMICADNRVVE
FMQOELTSFVADN-AVITIQODVODIYCSGNG
FLPELTAFVADN-AVIVODPODVYCADDG:
FLOALTSYVADN-ALIVODAQODIYCMAASSGTGSAALEDSSSNSGSLEKRELDFN ATG
QLRELAQFVSDN-AMVVRDAHDIYCLDAG-————————————————— IKRELELIGN-——-LANG-———————=————==——==
AVWFVAWWVN-HTEVTIPYLATDVTCVGPGAHK:

IGDFRRWMDEHLNVKIPRLV-DVICASPCDQOR

AAFMDFLLE--VQAAVPCLPSRVKCGSPGQOLO:
LGEFVKNIDQVSSEVLECWPDSYKCDYPESYR-
LREFVKNIDQOVSSEVLECWPDSYKCDYPESYR
LKNFIQ-LETYSEVMMVCWSDSYTCEYPLNLR
FLSFTQEQQOALAKVLIDWPANYLCDSPSHVRG
HLKSLINLRVLSVFNNNLESLHNDQFLNN:
SIAWFVNWINETHTNIPELSSHYLCNTPPHYHG
HOSFLOWIKDQOROLLVEVERMECATPSDKQGMP = = ==
LSTFINWLNHTNVTIAGCPPADIYCVYPDSFSGVSLFE:
TDQLOVDELNCQIRSMSDLAEELHHVTN

1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380
Visite srapls smsilyssnine Dronssis sz liasie sroiline srioneil sshonsnliimeste wnlnve svoiloe sionedesusne fov il srahien] sysamer |

—PDSVFCPTDYSAQKKOLAAVSVICVLLAVLLVVVLILYYRNRQTITAYVYIH- FYNVFICVFSEEDLDEDK

——ELCKERWIMVVAVS-LSILVLCLFVGISTAVCFAYHNEIKIWLFKR——
SLCNESVTTVITIS-VILSILCLLIGLFTVLYFVYHMEIKVWLFTH—
DLCVDRTHMIVLTC-VIVSVVACLVAALSLVYYTYKLELKVWLFKH—
DLCVDRTHMIVLTC-VIVSVVACLVAALSLVYYTYKLELKVWLFKH—
——ELCFEDYTTKIVIC-FATAVFCLLVCLISLLFFRYQTEVKVWLFTH—
——DVCHVDVITTIIIS-MCLVII--LILLITFVAYAYQIEIKIWLFTN-—

LSTIEGAFQTSPKLRMFLACALTASTAYLKYKREIKVWLYAR-
QEPHOLPPCLVPLLIAAPSALVLVLLCAVLAACYRROLKLWLHSR—
—-GTCWAEAPAACAQEPHOLPPGLVPLLIAAPSAVVLVLLCAVLAACYRROLKLWLHSR-—

—-ECMSSIVHRQEIED-
—--DGVAHYMHTNEIEG
———ASNATSTKMILNQPPKLD-
NIINGNLTSRKTVLSPPPIEG
——-IATPTVQRTIID-NDFID-

LLPLLLVATCAFVAFFGLIFGLFCYRHELKIWAHSTNCIMNFCYKSPRFVDQ-LDKE--R
YIPILVAILTAFIFVMICISLVFIFROEMRVWCHSR-FGVRLFYNAQKDVDK-NERE--K
YIPLLVAALCGFTVIIIMTLIMFVFROEMRVWFHSR-FGVRLFY-RNADMDK-NERD--K
YLPLLIAVLACLVLTILLVTLVFIFRNDVCLWAHSR-YGVRICKDPLNAMERCEDSE--K

———-VAPPAVHRTVLMGHGLIC YVPLLAATIVAIIGTALIVALACVFRODVRLWAHAK-YGVRLVKDPIIMASNQODSD--K
ASCSDYFAG--SSVLP-DRLSETH-IFFLAAALITACLLVFVLMMFIFREPLRFWLFSR——————— YGVRVFGPRCEDSE--K
AACSDFY.

AACTDYYSG
PDCSDLLDASASNISSSODLAGGYRLPLLAAVLVLIFLVVVLIIVFVFRESVRMWLFAH
—-GQSVISLDLYTCELDLTNLILFSLSISVSLFLMVMMTASHLYFWDVWYIYHFCKAKI--KGYQRLISPDCC

TRLKDVHLHELSCNTALLIVTIVVIMLVLCLAVAFCCLHFDLPWYLRMLGH
—OQVODVRLSVSECHRTALVSGMCCALFLLILLTCVLCHRFHCLWYMKMM-——
LLNLSELYLDYNQLNDIPITLFKA-

FPVRLFDTSSCKDSAPFELFFMINTSILLIFIFIVLLIHFECWRISFYWN—
SEssTassTaaaT s VLSLNITCOMNKTIIGVSVLSVLVVSVVAVLVYKFYFHLMLLAG
LSTEGCDEEEVLKSLKFSLFIVCTVTLTLFIMTILTVTKFRGFCFICYKT—
TVIAVMGSLVGACILGFIIYLKRWHIHYYYSSLKSAALLSS—
———TAMLTFDGDKPPRSVLYCRRYMRVFPYMPKAVTCANCH—

AQRLVFKDHPQGTEPDMY
ASKESVNKFTNISQRDPSA
RLCHKPDICPTATV

80



RpToll-like-JAAS59716.1
RmToll-like

IxXTollAa-XP 002399580.1
DmTollC-NP_001262995.1
DmTollB-NP_524518.1
DmTollD-NP_733166.1
DmTehao-NP_477438.1
AaToll-XP 001663801.1
AaToll-XP_001658507.1
AgToll-XP_ 309197
AgQToll-AAL37901.1
AaToll-XP 001658456.1
AaToll-XP_001647505.1
AgToll-like5-XP_560220.3

AgToll-likelA-XP 311355.3

DmToll4-NP_523519.2
DmMstProx-NP_649719.2
IxToll-XP_ 002406803
IxToll-XP_ 002406802
IxToll-XP 002406804
RpToll-like6-JAA63491.1
RmToll8-Like
IxTollB8-XP_002402229
IxToll-XP_002400628.1
AaToll-XP_001649808.1
AgToll-like6-XP_320172.2
DmToll6-NP_524081.1
DmTollo-NP_524757.1
AaToll-XP_001649813.1
AaToll-XP 001660216.1
AaToll-XP_001648238.1
AaToll-XP_001655730.1
AgToll-like7-XP_320221.4
DmToll7-NP_523797.1
Dml8weeler-NP_476814.1
HsToll-like7-NP_057646.1
HsToll-1like8-NP_619542.1
HsToll-1ike9-NP_059138.1
HsToll-likel-NP_003254.2
HsToll-1ike6-NP_006059.2

HsToll-likelO-NP_112218.2

HsToll-like2-NP_003255.2
AaToll-XP_001653990.1
AaToll-XP_001650338.1
HsToll-like3-NP_003256.1
HsToll-like4-NP_612564.1
HsToll-like5-NP_003255.2
DmTollS-NP_649214.1
IxToll-XP_002400887
Clustal Consensus

RpToll-like-JAAS59716.1
RmToll-like
IXTollA-XP_002399580.1
DmTollC-NP_001262995.1
DmTollB-NP_524518.1
DmTollD-NP_733166.1
DmTehao-NP_477438.1
AaToll-XP_001663801.1
AaToll-XP 001658507.1
AgToll-XP_309197
AQTOol1-AAL37901.1
AaToll-XP_001658456.1
AaToll-XP 001647905.1
AgToll-like5-XP_560220.3

AgToll-likelA-XP_311355.3

DmToll4-NP_523519.2
DmMstProx-NP_649719.2
IxToll-XP_002406803
IxToll-XP_002406802
IxToll-XP_002406804
RpToll-1ike6-JAR63491.1
RmToll8-Like
IxToll8-XP_002402229
IxToll-XP_002400628.1
AaToll-XP 001649808.1
AgToll-like6-XP_320172.2
DmToll6-NP_524081.1
DmTollo-NP_524757.1
AaToll-XP 001649813.1
AaToll-XP_001660216.1
AaToll-XP_001648238.1
AaToll-XP_001655730.1
AgToll-like7-XP_320221.4
DmToll7-NP_523797.1
Dml8weeler-NP_476814.1
HsToll-like7-NP_057646.1
HsToll-1ikeB8-NP_619542.1
HsToll-1like9-NP_059138.1
HsToll-likel-NP_003254.2
HsToll-like6-NP_006055.2

HsToll-1likel0-NP_112218.2

HsToll-1like2-NP_003255.2
AaToll-XP_001653990.1
AaToll-XP_001650338.1
HsToll-like3-NP_003256.1
HsToll-like4-NP_612564.1
HsToll-like5-NP_003255.2
DmToll9-NP_645214.1
IxToll-XP_002400887
Clustal Consensus

1460 1470

DYLVPQLEHGPQ—
DYLVPQLEHGPQ—
DYLVPQLEHGPQ-
~KLLPKLESCGPH—
NHLVPTLEQPPM—
EHLVPTLEKEPM—

-NGYALCLHYRDI HSA AFLADSLOGAADASRKLILFISVKFMOLEWSQ-PEFRAGLOAVLELIRPSR

RLLGAELQH- —YGYSICLHHRDVHSN-TFLSDSLONAADASKKVILVVSMNFLONEWSQ-PQFRVALOSVIENIRPAY
RNIAAELENGR- -PPLRLCLOHRDLSED-ATHLQO-LLEASRASRRIVMLLSRNFLOTEWSR-CELRRATHDALRC =
RSIACELENGR— —~PPLRLCLOHRDLPED-ASHLO-LLEASRASRRIVVLLSRNFLOTEWSR-CELRRAVHDALR! =
QHLAAQLETGR— —PPLRVCLOHRDLAHD-ATHYQ-LLEATRVSRRVVILLTRNFLOTEWAR-CELRRSVHDALRI =

—ENRIANIQODATWNSRKIVCLVSRHFLRDGWCL-EAFSYAQGRCLSD
-VSICLHERDFQICG-VTILDNIISCMDRSYSLMLIISSKFLLSHWCQ-FEMYLAQHRIFEVS—
————QHQVDLSKYCDDNQEIVAVRTTVQRQVNVIFTSVYYRPTRGKKHNYDHCWIGHLHS——

1510 1520 1530
[RTCRSN (PrI I ol

ETLDKELKFLLTTKTY 7LIWGERWFWE}C[.KYAMPHRKQVPPTN'}CLN;“
ETIDKELKFLLTTKTY---LIWGERWFWEKLKYAMPHRKQVPPTNKLAMR
ETLDKELKFLLTTKTY-—-LVWGERWFWEKLKYAMPHRROKT PSNKLAMR
EKLDEELKAYLKMNTY —--LKWGD PWFWDKLRFALPHRRPVGNIGNGAL
~EKLDEELKAYLKMNTY - ——LKWGD PHFWDKLRFAL: VGNIGNGAL
—--EKLDEELKAYLKMNTY - - LKWGD PWFWDKLRFALPHRRPVGNIGNGAL
~NGIDSELRAYLKLNTY---LKWCDPLFWSKLYYAMPHNR
—--EQLDADLKAYLRTNTY-—-IRWGDPWFWDRLQYAMPHAPRIRGVKELR--CARS
~EDLDPELKAYLKMNTY---VKWGDQWFWDKLRYAMPHPPTVKGLKGKG - —LIKN
---YDLEPELRAYLHTNTY---VRWGD PWFWDKLRFAMPHPPKVRGASCTASTVVKSGVSTAGGLFM
~YDLEPELRAYLHTNTY---VRWGD PWFWDKLRFAMPHPPKVRGASGTASTVVKS GVSTAGGLFM:
-DSLDGELKAYLKTNTY-—-VKWGD PWFWOKLRYAMPHPLKVKG IKSAV:
DRIDSEMKAYLKTNTY---IKWGD PWFWOKLRYAMPHPARVKGVRWYR
DQLDPELRAYLKTNTY - --VRWDD PWFWDKLHYAMPHKRRPKGVQA'
EQLDPQLOAYLKTNTY —-—VRWDD PWFWEKLHYAMPHKRRLKGVQGTDN
-DDLDSELRAYMVLNTY-—-LDRNNPNFWNKLMY SMPHASHLKRSRSDAE:
—--DSLDSELRTYMAFNTY-—-LERSHPNFWNKLIYSMP----LLPSYVD
~LRWGEAHFWDKLLY SLPKKDSQRKVIPNSQ
~LRWGEPHFWDKLIYSLPKKDAKRKLILSSQ
-LRWGESHFWDKLLY SLPKKDSORRLIPSSQ
AGODOWDVEARQCLRSALI---LRWGERRFWOKLRYALPDPOKG

1s80

VAVKEMDADARQCLRSAVL— —LRW‘;D]G{FWEKLRYALPDAARAKV
VSYKELDPDIRLWLKSSTF
LPORDLDADMRLYLRTNTC
LPQRDLDADMRLYLRTNTC
LPQRDIDMDMRHYLRTSTC—
VPOKELDPDLRLYLKTNTY—
VPOKDLDPDIRLYLKTNTY -
QSMLTMDPIMDILTRTCTV—
VELVAMDPIMNLLIRTCTV-

——SNCLNKRS-AINIYATA-NEYNTAT-
——SNCLNKRS-AINIYATAGNDYNTP
SNNNKRVVSGCLSGRTPSVNMYATS-HEYQAG

LLEAENDVELVEYLKTTTVT-RVRRCDRHFWEKLRYALPVEAD—
AFEAESDIELLPYLKTSAVH-RIRRSDRHFWEKLRVALPVDYPT—
SAEAEDVAELSPYLKSVPSN-RLLTCDRYFWEKLRYATPIELS——
OKSKFLOLRKRLCGSSVLEWPTNPQAHPY FHQCLKNALATDNHVA-
QHSQYLRLRORICKSSILOWEDNPKAECLFWQTLRNVVLTENDSR
RRSRYVRLRORLCRQSVLLWPHQPSCGQRSFWAQLGMALTRDNHHF
IPSSYHKLKSLMARRTYLEWPKEKSKRCLFWANLRAATINIKLTEQAK
IPNKYHKLKALMTORTYLOWPKEKSKRCLFWANIRAAFNMKLTLVTE
IPTRYHKLKALLEKKAYLEWPKDRRKCCLFWANLRAATINVNVLATRE
IPQRFCKLRKIMNTKTYLEWPMDEAQRECFWVNLRAAIK
————— TLONTKRYLHHLIH-—-LEMDE PMDNDEREGE YVTTEEYE
EQIFNKNSRLKILNIAGNALLQFDILKTCFAENLQILDIQCNQLOM
LNHALCLRRGMFKSHCILNWPVOKERIGAFRHKLOVALGSKNSVH
LLROQVELYRLLSRNTYLEWEDSVLGRHIFWRRLRKALLD CKSWNPEGTVG
OLMKHOSIRGFVOKQQY LRWPEDLODVCWFLHKLSQOT LKKEKEKKK
—-KRPKTLQYLMDVKTY IKWPTAKEDRKLFWKRLKRSLEVICINSREISV
~~~~~~~ DDQCRLLOQOOEVKDVTPAATTSLEKAGNRMNDHCVSP

81



RpToll-like-JAAS59716.1
RmToll-like
IXTollA-XP_002399580.1
DmTollC-NP_001262995.1
DmTollB-NP_524518.1
DmTollD-NP_733166.1
DmTehao-NP_477438.1
AaToll-XP 001663801.1
AaToll-XP_001658507.1
AgToll-XP_ 309197
AgToll-AAL37901.1
AaToll-XP 001658496.1
AaToll-XP_001647905.1
AgToll-1ike5-XP_560220.3

AgToll-likelA-XP 311355.3

DmToll4-NP_523519.2
DmMstProx—-NP_649719.2
IxToll-XP_002406803
IxToll-XP_ 002406802
IxToll-XP_002406804
RpToll-1ike6-JAA63491.1
RmTollB-Like
IxTollB8-XP_002402229
IxToll-XP_002400628.1
RaToll-XP_001649808.1
AgToll-like6-XP_320172.2
DmToll6-NP_524081.1
DmTollo-NP_524757.1
AaToll-XP_001649813.
AaToll-XP_001660216.
RaToll-XP_001648238.
RaToll-XP_001655730.
AgToll-like7-XP_320221.4
DmToll7-NP_523797.1
Dml8weeler-NP_476814.1
HsToll-like7-NP_057646.1
HsToll-1ike8-NP_619542.1
HsToll-1ikeS-NP_059138.1
HsToll-likel-NP_003254.2
HsToll-1like6-NP_006055.2

(SRS

HsToll-1ikel0-NP_112218.2

HsToll-like2-NP_003255.2
AaToll-XP_001653990.1
AaToll-XP 001650338.1
HsToll-1like3-NP_003256.1
HsToll-1ike4-NP_612564.1
HsToll-like5-NP_003255.2
DmToll9-NP_649214.1
IxToll-XP_002400887
Clustal Consensus

RpToll-like-JAAS59716.1
RmToll-like
IxTollA-XP_002399580.1
DmTollC-NP_001262995.1
DmTollB-NP_524518.1
DmTollD-NP_733166.1
DmTehao-NP_477438.1
AaToll-XP_001663801.1
AaToll-XP 001658507.1
AgToll-XP_309197
AgTOll-AAT37901.1
AaToll-XP_001658496.1
AaToll-XP _001647505.1
AgToll-like5-XP_560220.3

AgToll-likelA-XP_311355.3

DmToll4-NP_523519.2
DmMstProx-NP_649715.2
IxToll-XP_ 002406803
IxToll-XP_002406802
IxToll-XP_002406804
RpToll-1ike6-JAR63491.1
RmToll8-Like
IxToll8-XP_002402229
IxToll-XP_002400628.1
AaToll-XP_001645808.1
AgToll-like6-XP_320172.2
DmToll6-NP_524081.1
DmTollo-NP_524757.1
AaToll-XP_001649813.
AaToll-XP 001660216.
AaToll-XP_001648238.
AaToll-XP_001655730.
AgToll-like7-XP_320221.4
DmToll7-NP_523797.1
Dml8weeler—-NP_476814.1
HsToll-like7-NP_057646.1
HsToll-1like8-NP_619542.1
HsToll-like9-NP_059138.1
HsToll-likel-NP_003254.2
HsToll-1ike6-NP_006055.2

[EREESE

HsToll-1likel0O-NP_112218.2

HsToll-like2-NP_003255.2
RaToll-XP_001653990.1
AaToll-XP_001650338.1
HsToll-like3-NP_003256.1
HsToll-like4-NP_612564.1
HsToll-like5-NP_003259.2
DmTollS9-NP_649214.1
IxToll-XP_002400887
Clustal Consensus

1610 1620 163 1640 165 168 1670 iee

B L AT ICTCICIC RCICICIC AU IR I I IERCICICN ECUCICIC RCUCICIE SICURIT SRR IR IR
PLPRC

RKOVVVNQASEVTVCPPHLM

KPGVPG

AHSYATIG-GNCPRNCDNYDTVSNCKYNTTQH-—————— ERRLNDFSRKVTAERQHEYAVPSNCLLDTTHETYN-—--TSCERI

HHSYATIG-PNCPRNCDNYDTVSNCKYNTTQHH-QTHHERRTTAD FGCRKATDGROHEYAVPSNCLLDTTHETYNTTATSCERT
YKPIPTSASAAAAACKFNTMNQLSKKQORDLSVACMAKTLEH( QHEYAVPSYLPSAAPAYDS
—SQRSNVAGQSCHVPINHASYHH: - HHHVHQOAMPLPHSVHHHQQOOFMLPPPPOOPG
NORR--—-ROOOSTNMTHSNFRN- NYQLTRTPN--—-NRNNTSNQLIMLOOQPPQP—
SPYEAPTLHHAVG GGHAMVPFHHHHHP-———
-—TLKKLCDITRSPNLRYTPAPT -AVDQWCKISHPGVAMPVAVPQSTPSQST
ASACVMEROAD P~ AN C PRI R —— e S S EANYSSATTATPSPRPSRRG
AGGQGAAGVMFRQPPPP--AYCPEID: EANYSSATTATPSPRPSRRG
GAVPQVVPVNASVPAEONYSTATTATPSPRPORRG

= -VSPCMIFRQAPPPPAYYCTEEM- -EANYSSATTATPSPRPTRPG
1710 1720 1730 1740 1750 1760 1770
wwnwlononlooes]ooaefooenfooosfecoe]voeeloseslonoelonee]ovoen]s ais sioilie wiase
PNTAMVKTVEDQIANLTAGQOKQEKAREKVDEPEEPPVRIENNNODQ-——TSVVAPPRKTLR( LEPKVQPV-—
PNTAMVKTVEDQIANLTAGOKQEKAREKVDE PEEPPVRIENNNODQ---TSVVAPPRKTLRGLGTLEPKVQPV-———

PNSAMVKTVEEQIASLANCPKAQKEREKRDE PVESAVRIENNNQEQEDITIEVAPPRKSKRGVCTLEPKVQLAGET—
KGSTDDKLELIKPSPVTPPLTTPPAEATKNPLVAQLNGVTPHOATMIANGKNGLTNLYTPNGKSHGNGHINGAFI INTNAKQS
KGSTDDKLELIKPSPVTPPLTTPPAEATKNPLVAQLNGVT PHOATMIANGKNGLTNLY TPNGKSHGNGHT

KGSTDDKLELIKPSPVTPPLTTPPAEATKNPLVAQLNGVTPHOATMIANGKNGLTNLY TPNGKSHGNGHINCAFIINTNAKQS
KGOKKHAGPLT = =

SVDDKLELIKPVPV--TPPPLTTPPAEMN-
PVDDRLELIKPQVTPATPPALTTPPTEPISSATPAPGPFVISGNG

—SEIHLQQVT TKATPTAV-

—ERNRVDIAP TVEVN
ASVDKLNLLKAPATMTPASSETTPPVEHAEKGIAHDGPLGCYGDPSKPSTMPPFIISNGMS!
ESVDKRNPLKTP-—————— TTTTLPINVVEK-—————————-] DDANSVGTGISVISSERE

—-EYPMAVITRHI
——EYPMTVQPESTEP
—-—-EYASSHL -
——EPTARASAVKLV-

——STRCPNNAIKLV- = =
——RSDVASVAVHI
ETFECTS-SSKYSTSS!

;PPNILS----TTFMGKAEPVGGYHNNS-SASNNLN-—

ETFECTSTSSKFSTSS SDSCSHSISSAAQHDFQGSHRS PNGCAPNLLSSTTSTTNF S YQHPHPHHHHNG - SCRSKP———
YAKQOTRNNANCECVNLGTAKRAACKNPASGLPSSFSSNFVPPGGASYNCKKS-——CSCIGDDELLCSC IGVNLLE-—
RROPSLHOQOOOOQQIRENNNTTOOO0000AA: ; VGGPAPQMIPLAGG-IQQQSLE——
~-DPRLROOOQOE HSSLOQQP QOPOPPOLLOHORO-QQO0QQE——
———HAPSAPAHHI ———— == ——————mmm PLOOOQQ-——ASHSPHLOT-—
TEDESSSASSQHY EAPQSHY} ASLCHV-—
VELP-QRPPSEHIYSSIDSDYSTLECENMVE CVHRPSTWR-
VEVPTQRPPSEHIYSSIDSDYSTLEC PA e SVHRPSWE

CCLAMEAAQRAQTWRPKREQLHLOO-—
~MHQHQQOQLRLHQOOOOOOOORLLOPQ

YQHHCMRPPSEHIYSSIDSDYSTLDNEQHMLMMPGAP
SMPMPMRPPSEHIYHSIESEYSAYDQHEALSMIPTGL-
——Y¥YSQVFKETV
——¥YNNMYVDSIKQY
—-YNRNFCQGPTAE
—-K-
——NNDVK:
—-MYELQTFTELNEESRGSTISLMRTDCL

——-TGCNWQEATSI-—
——-DNNIPLQTVATIS

82



RpToll-l1ike-JAA59716.1
RmToll-like

IxTollA-XP 002399580.1
DmTollC-NP_001262995.1
DmTollB-NP_524518.1
DmTollD-NP_733166.1
DmTehao-NP_477438.1
AaToll-XP 001663801.1
AaToll-XP 001658507.1
AgToll-XP 309197
AgToll-AAL37901.1
AaToll-XP 001658496.1
AaToll-XP 001647905.1

AgToll-1ike5-XP_560220.
AgToll-likelA-XP 311355.3

DmToll4-NP 523519.2
DmMstProx-NP_649719.2
IxToll-XP_ 002406803
IxToll-XP_002406802
IxToll-XP_ 002406804

RpToll-1ike6-JAR63451.1

RmToll8-Like

IxToll8-XP_002402229
IxToll-XP 002400628.1
AaToll-XP 001645808.1

AgToll-1ike6-XP_320172.

DmToll6-NP_524081.1
DmTollo-NP_524757.1
AaToll-XP 001649813.1
RaToll-XP_001660216.1
AaToll-XP_001648238.1
AaToll-XP 001655730.1

AgToll-1ike7-XP_320221.

DmToll7-NP_523797.1
Dml8weeler-NP_476814.1

HsToll-1ike7-NP_057646.
HsToll-1ikeB-NP_619542.
HsToll-1ikeS-NP_059138.
HsToll-likel-NP 003254.
HsToll-1ike6-NP_006059.

3

OB

SSSSNNKGDKSNTIGHEQK-— NDR--RLPQAMWA
KSPSDKHNSCTLGTDSRGGNSFNDR--RLPQAMWA

——————— SGTOSSVTMSSSSNNSRQPELTHYESNLSLNDDEDEDHDQOKNLWA

HsToll-1ikel0-NP_112218.2
HsToll-1ike2-NP_003255.2
AaToll-XP 0016539%0.1
AaToll-XP 001650338.1
HsToll-1ike3-NP_003256.1
HsToll-like4-NP_612564.1
HsToll-1ikeS5-NP_003255.2
DmTollS-NP_649214.1
IxToll-XP_ 002400887
Clustal Consensus

Figura 6. Alinhamento de multiplas sequéncias utilizando o programa CLUSTAL W2
comparando as sequéncias de proteinas dos dois homoélogos de Rhipicephalus (Boophilus)
microplus (RmToll-like e RmToll8-like) e as isoformas de receptores Toll obtidas no
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/, Drosophila melanogaster (Dm), Aedes aegypti (Aa), Ixodes
scapularis (Ix), Homo sapiens (Hs), Anopheles gambiae (Ag) e Rhipicephalus pulchellus

(Rp).
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