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RESUMO

A febre maculosa é uma infeccdo de rapida progressao e causada por bactérias do
género Rickettsia. Nas Américas, até 80% dos casos sintomaticos humanos evoluem
para Obito. Ja nos animais, a doenca também pode evoluir para formas graves, com
destaque especial aos caes dentre os animais domésticos. As riquétsias causado-
ras desta enfermidade sdo majoritariamente transmitidas por carrapatos, cuja maior
diversidade de espécies transmissoras pertencem ao género Amblyomma. Ensaios
recentes demonstraram que ja existem alvos vacinais promissores provenientes des-
sas riquétsias. No entanto, ainda ndo existem vacinas para as pessoas ou vacinas
que protejam simultaneamente os humanos e os animais contra todas as formas da
doenca. E importante destacar que certas proteinas salivares de artrépodes hematd-
fagos séo capazes de gerar resposta imune no hospedeiro, ndo s6 contra o vetor, mas
também contra certos agentes infecciosos transmitidos. Dessa forma, vacinas mais
eficazes contra a febre maculosa sao passiveis de serem desenvolvidas ao combinar
antigenos tanto de riquétsias quanto de carrapatos transmissores. Na tentativa de
prospectar antigenos vacinais tanto desses patégenos quanto de seus vetores parasi-
tiformes, este trabalho propds levantar, por vacinologia reversa, a atual diversidade de
proteinas antigénicas a serem testadas no combate da febre maculosa das Américas
(FMA). As sequéncias primdrias de proteinas foram selecionadas e determinadas a
partir de proteomas e transcriptomas, respectivamente, de agentes e carrapatos clini-
camente relevantes para a doenca humana no continente americano. Com o auxilio
de estratégias inovadoras para montar transcritos de artrépodes em alto rendimento
e para acurar a selecao de sequéncias alvos, foi possivel evidenciar elevada quan-
tidade de candidatos vacinais principalmente para a espécie R. rickettsii (48) dentre
0s agentes, e para a espécie A. americanum (17.641) dentre os vetores de FMA.
Estiveram presentes de 61 a 554 alvos salivares/intestinais antigénicos e comuns en-
tre os vetores, enquanto 21 antigenos bacterianos foram encontrados conservados
entre as riquétsias analisadas. Apresentaram > 90% de antigenicidade dezenas de
novas sequéncias similares a proteinas de artrépodes e classificadas como antihe-
mostaticas, de matriz extracelular, estruturais e de desenvolvimento, controladoras de
crescimento microbiano e sem funcao definida. Foram identificados mais de 9 novos
antigenos nessas riquétsias, destacando fatores de viruléncia, estabilizadores de es-
truturas proteicas e sequéncias com dominio de fungdo desconhecida (DUF). Diante
das limitagdes e desvantagens que apresentam o diagnéstico, o tratamento e os mé-
todos preventivos existentes, combinar os diversos candidatos disponiveis e avaliar a
eficacia in vitro e in vivo tornam-se necessarios ao desenvolver vacinas mais efetivas
e capazes de impedir a evolucao da FMA.

Palavras-chave: febre maculosa; riquétsia; carrapato; vacina; vacinologia reversa.



ABSTRACT

Spotted fever is a rapidly progressive infection caused by bacterias of the genus Rick-
ettsia. In the Americas, up to 80% of symptomatic human cases progress to death.
In animals, the disease can also evolve to severe forms, with special emphasis on
dogs among domestic animals. The rickettsias that cause this disease are mostly
transmitted by ticks, whose greatest diversity of transmission species belong to the
genus Amblyomma. Recent trials have shown that there are already promising vac-
cine targets from these rickettsias. However, there are still no vaccines for people or
vaccines that simultaneously protect humans and animals against all forms of the dis-
ease. Importantly, certain salivary antigens of hematophagous arthropods are capable
of inducing host immune response, not only against the vector, but also against certain
transmitted infectious agents. Thus, more effective vaccines against this disease are
likely to be developed by combining antigens from both rickettsias and their transmit-
ting arthropods. In an attempt to prospect vaccine antigens from both these pathogens
and their parasitic vectors, this study proposed to survey the current diversity of anti-
genic proteins to be tested against Spotted Fever of the Americas (SFA) by Reverse
Vaccinology. Primary protein sequences were selected and determined from transcrip-
tomes and proteomes of clinically relevant agents and ticks for human disease in the
American continent. With the help of innovative strategies for high-throughput arthro-
pod transcript assembly and to refine screening target sequences, it was possible to
show a high yield of vaccine candidates mainly for R. rickettsii (48) among the agents,
and for A. americanum (17,641) among the SFA vectors. From 61 to 554 antigenic
and shared salivary/intestinal targets were present among the vectors, while 21 bacte-
rial antigens were found conserved among the analyzed rickettsias. Dozens of novel
sequences similar to arthropod proteins and classified as antihemostatic, extracellular
matrix, structural and developmental, microbial growth controllers and without defined
function showed > 90% antigenicity. More than 9 new antigens from rickettsias were
identified, highlighting virulence factors, stabilizers of protein structures and sequences
with domain of unknown function. Due to the limitations and disadvantages of exist-
ing diagnostic, treatment and preventive methods, combining the various candidates
available and evaluating their efficacy in vitro and in vivo become necessary when
developing more effective vaccines capable of preventing the evolution of SFA.

Keywords: spotted fever; rickettsia; tick; vaccine; reverse vaccinology.
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento de vacinas faz-se necessario para reduzir a incidéncia de ca-
sos de febre maculosa, que acontece em decorréncia do crescimento populacional e
da invasao inevitavel do homem aos ambientes onde sdo encontrados os reservaté-
rios silvestres de riquétsias. Apesar dos avangos dos estudos sobre a etiopatogenia e
o aprimoramento dos métodos preventivos e curativos contra esta enfermidade bacte-
riana, ainda n&o ha disponiveis vacinas aplicaveis as pessoas.

A expansao da agropecudria em direcao a areas de preservagcao ambiental vem
desestabilizando ecossistemas e causando a reducao de predadores naturais e, para
protegé-los, foram criadas diversas leis de protecdo a caga e a captura, que acabam
por induzir o crescimento populacional destes reservatorios. Sendo assim, o contato
destes com 0 homem torna-se cada vez mais frequente e, consequentemente, devido
a maior proximidade entre animais domésticos e silvestres, os vetores de riquétsias
encontram novos hospedeiros amplificadores das suas Iinhagens.(”

Diferentes espécies de carrapatos podem compartilhar o mesmo hospedeiro. As-
sim sendo, é factivel a disseminacao, entre os artropodes, de riquétsias e de outras
bactérias causadoras de doengas nos vertebrados. Isso € comum tanto em Centros de
Controle de Zoonoses como em abrigos de animais domeésticos, onde os cachorros ur-
banos tendem a ser mais suscetiveis ao desenvolvimento da febre maculosa — ja que
sao menos expostos a ambientes silvestres e, portanto, as infecgdes recorrentes.’" ?

Na América, existem diversas lacunas na distribuicdo geogréafica das riquétsias
causadoras de febre maculosa e dos carrapatos que possam carrea-las (Figura 3).
Muitas dessas lacunas sao decorrentes da falta de vigilancia e evidéncia cientifica
adequada, que comprove tanto a presenca da doenca como dos seus fatores locais
de causa. Isto possui implicagdes clinico-epidemiologicas importantes que dificultam
o controle adequado da transmissao ativa em todo o continente.®

Sendo assim, a vacinacao ainda inexistente se faz necessaria também diante das
limitagbes apresentadas durante o diagndstico, o tratamento e pelos demais métodos
preventivos existentes, cuja demora para que a cura seja alcangcada é fatal em mui-
tas das vezes, principalmente para os individuos imunossuprimidos. Além disso, os
agentes causadores de febre maculosa sé&o sensiveis a pouquissimos antibiéticos e
existem pessoas intolerantes a alguns deles, como a doxiciclina que é o mais eficaz
contra a doenga.(4)

Diante dos mecanismos envolvidos com a invasao e a colonizagao parasitaria nos
hospedeiros vertebrados e invertebrados, é fundamental que a prospeccéo de can-
didatos vacinais seja baseada na elicitacdo de respostas imunolégicas direcionadas
a alvos celulares que possam participar desses processos. Haja visto, tais alvos po-
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dem ser essenciais para controlar a sobrevivéncia e o desenvolvimento ndo sé do
agente infeccioso como também do vetor.® Além disso, novos achados sugerem que
certas moléculas de artrépodes hematéfagos — dependendo da espécie investigada —
podem ser pré-inflamatérias e contribuir para a protegcdo do hospedeiro a patologias
infecciosas, ao serem empregadas para elevar a resisténcia do vertebrado a infecgéao
parasitéria.(6)

O avanco na identificagdo de novas moléculas imunogénicas foi impulsionado, nos
ultimos anos, pela incorporacéo e pelo desenvolvimento de métodos computacionais
dentro da area bioldgica. Considerando todo este cenario, por meio de métodos mais
robustos, este trabalho prop6s predizer, em larga escala, a presenga de possiveis
antigenos, ndo apenas das espécies mais relevantes de riquétsias, mas também de
vetores de febre maculosa das Américas (FMA).

Com este feito, objetivou-se apontar proteinas antigénicas capazes de contribuir
tanto para a infeccdo como para a manutencdo de mecanismos envolvidos no ecto-
parasitismo e na transmissdo do agente bacteriano ao hospedeiro humano. Diante
dos alvos levantados, incluindo novas proteinas antigénicas, a analise seletiva dos
mesmos tornou-se importante ao evidenciar a grandeza de antigenos com baixo risco
de comprometimento da homeostase fisiolégica no organismo vertebrado e de maior
sucesso como imunoprotetores em futuros ensaios vacinais in vivo.
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2 FEBRE MACULOSA DAS AMERICAS (FMA)

A febre maculosa refere-se ao termo genérico de um grupo de doencas infeccio-
sas febris ocasionadas por mais de 30 espécies de bactérias do género Rickettsia.
Esses procariotos séo intracelulares gram-negativos, patogénicos ao homem e sao
transmitidos por certas espécies de carrapatos, acaros, pulgas e piolhos. A febre
maculosa ocorre tanto em areas tropicais como subtropicais em todo o planeta, mas
cada doenca ocupa espacos geograficos especificos onde estao presentes o vetor e
as atividades humanas que ddo manutencgao a transmissibilidade local.”+®)

Devido a invasao de areas silvestres, a globalizacao e as mudancas climaticas, o
crescente numero de casos é tal que ja é possivel perceber o aparecimento de casos
fortuitos ou menos frequentes em paises distantes da provavel origem. Em decorrén-
cia de todos esses fatores, novos agentes séo passiveis de se instalar permanente-
mente a um novo ambiente.®

No continente americano, apesar da existéncia de diferentes espécies de agen-
tes etioldgicos, apenas a febre maculosa das Montanhas Rochosas (Rocky Mountain
Spotted Fever — RMSF) pbéde ser observada por toda a América e nao houve relato
da sua presenga em outros continentes até entdo. Por outro lado, assim como visto
com outras enfermidades na Idade Moderna, certas febres do Velho Mundo também
migraram para o Novo Mundo.

Contudo, as febres maculosas estrangeiras que hoje parecem ser mais preocu-
pantes para as Américas sdo contraidas pelos proprios hospedeiros americanos em
outros paises e correm o risco de se instalar e espalhar juntamente com as doencas
nativas. A exemplificar, dentre as febres maculosas encontradas na Africa, destaca-se
a febre da picada do carrapato africano, causada pela R. africae. Responsavel por
90% dos casos de febres maculosas contraidas pelos norte-americanos neste conti-
nente, esta doencga também atinge a populacao caribenha.® 1

Da Europa, € importante destacar a febre maculosa do Mediterraneo causada pela
R. conorii conorii, também frequente nos viajantes americanos, e a febre maculosa
causada pela R. massiliae. Desta Ultima, o primeiro caso identificado na América
ocorreu em 2005 em Buenos Aires. No entanto, até o momento, apenas foram identifi-
cados vetores infectados no Arizona e na Califérnia.® '+ 12 Assim, 0 monitoramento e
a prevencao sao importantes para que tais enfermidades nao se tornem clinicamente
relevantes nos EUA e na Argentina.

A maior prevaléncia de casos de febres maculosas no continente americano € da
América do Norte, o que levou o Centro de Controle e Prevencéo de Doencgas (CDC),
em conjunto com o Centro Nacional de Doencgas Infecciosas Emergentes e Zoondticas
(NCEZID) e a Divisdo de Doencas Transmitidas por Vetores (DVBD) a divulgarem
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informacdes sobre tais patologias presentes nos EUA, as quais constituem bases para
0 estudo da FMA. (13 1419

Estao presentes naquele pais a riquetsiose provocada pela R. parkeri, identificada
desde 2004, com pouco mais de 40 casos e localizada predominantemente na costa
sudeste; a febre do carrapato da costa do Pacifico causada pela Rickettsia 364D,
detectada desde 2010, com 14 casos na California; e a RMSF decorrente da infeccao
por R. rickettsii — sendo esta predominante e a mais fatal —, com milhares de casos
ja reportados desde o final do século XIX e notificados pelo Governo desde 1920,
incidindo entre 250 a 1200 casos por ano. A incidéncia dessas doengas € maior no
verao e principalmente em areas rurais e suburbanas.!!® 14 19.16)

Outra doenca presente, porém ndo mais considerada como ocasionada por riquét-
sia do grupo de febre maculosa (SFGR), é a varicela rickettsiana, ocasionada pela R.
akari, que acomete frequentemente a populacdo do Nordeste do pais, principalmente
na cidade de Nova York. Diferente das outras trés riquetsioses americanas, casos
desta varicela ja foram relatados em alguns paises da Europa, na Russia, na Coréia
do Norte e na Africa do Sul.!™

A RMSF também é a febre maculosa mais prevalente no Canada. Porém, sua in-
cidéncia advém principalmente de viajantes canadenses que a contraem no pais vizi-
nho, enquanto que o risco de contrai-la no préprio pais é baixo, pois, dentre os vetores
locais encontrados, predominam os nédo infectados. Em menor quantidade, também
ocorrem casos esporadicos de febres maculosas do Velho Mundo, provenientes, por
exemplo, da Africa (R. africae), india (R. conorii) e Austrélia (R. honei).(s’ 19)

O predominio da RMSF diante das outras doencas também se estende para a
América Latina e recebe outros nomes mais conhecidos.!'® Por ser uma doenca es-
tritamente americana, é chamada de febre maculosa do Novo Mundo. Assim como
nos EUAs, no México e na Guatemala, também pode ser chamada de febre man-
chada (das Montanhas Rochosas) — em decorréncia dos surtos que ocorreram por
volta de 1940. A RMSF ja acumula centenas de casos esporadicos, porém preocupan-
tes devido a letalidade crescente e a mortalidade que chega a 80% durante periodos
epidémicos.m)

Na Colémbia, por volta de 1935, 65 pessoas foram infectadas na cidade de Tobia
(em Cundinamarca, regido vetorial do A. patinoi — Figura 3) e apenas 3 sobreviveram,
sendo assim chamada de febre de Tobia.('® Mas 6 anos antes, 0s primeiros casos no
Brasil j& haviam aparecido na cidade de S&o Paulo — a febre (do tifo exantemético) de
Sao Paulo —,(19) mais tarde seria diagnosticada em outras regides do pais e passaria
a ser chamada de Febre Maculosa Brasileira — FMB.?% Os primeiros casos de RMSF
na Argentina de que se tem registro ocorreram mais tarde, no inicio de 1994, cujos
sintomas acometeram 6 criangas da Provincia de Jujuy.(21)

Apés 10 anos naquele mesmo pais, entre 2004 a 2009, 9 casos de riquetsiose por
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R. parkeri surgiram nas Provincias de Buenos Aires, Chaco e Entre Rios.®? Em 2009,

2 casos de varicela rickettsiana foram diagnosticados no México,(ZS) enquanto que
esta doenca ja estava presente na Costa Rica, antes mesmo do seu primeiro registro
em 1971.%% Com excecdo da RMSF que, se nédo tratada, pode levar a fatalidade
em pelo menos 20% dos casos,(16) as demais febres maculosas ainda n&o possuem
relevancia clinica consideravel na América Latina, mesmo podendo ocasionar quadros
clinicos graves. Existem populagbes de vetoresem muitos desses paises, inclusive no
Uruguai e no Brasil, carreando agentes dessas doencgas, que trazem o risco a focos
endémicos.®

Dois anos apds o aparecimento dos casos costa-riquenhos de 1971, a descoberta
de uma nova linhagem bacteriana em carrapatos americanos chamada R. amblyom-
mii, atual R. amblyommatis, gerou discussao quanto a possibilidade deste patégeno
infectar o homem, por possuir reacao cruzada com as SFGRs e ser responsavel por
varios casos de RMSF de sintomatologia leve. Estes casos ocorrem em locais dos
EUAs onde sédo encontrados vetores parasitiformes com a R. amb/yommatis.(zs)

No Brasil, a RMSF também é a riquetsiose presente com maior taxa de fatalidade.®
Em grande parte do continente americano, a taxa de fatalidade por febre maculosa
chega a ser maior comparada as taxas somadas por dengue e influenza.'”) Em pai-
ses latinos onde nédo ha financiamento adequado a saude é comum faltar medica-
mentos e isto pode comprometer a disponibilidade hospitalar de doxiciclina, usada no
tratamento convencional da FMA.('")

Por fim, é importante citar a febre maculosa transmitida pela pulga Ctenocephali-
des felis e causada pela R. felis. Presente em praticamente todos os continentes, 0s
primeiros casos isolados americanos ocorreram entre 1994 a 2001 nos EUA, México e
Brasil. Esta doenga é clinicamente consistente com as outras febres desencadeadas
por SFGRs. Contudo, assim como a R. akari, a R. felis ndo é uma SFGR, e ambas
sao classificadas, filogeneticamente, como riquétsias de transigdo. Vetores infectados
com R. felis parasitando animais domésticos ja foram encontrados no Canada, EUA,
México, Guatemala, Caribe, Costa Rica, Argentina, Brasil, Uruguai e Chile.® %20

2.1 VETORES PARASITIFORMES TRANSMISSORES DE FMA

As febres maculosas sdo decorrentes principalmente de infeccées por SFGRs
transmitidas por vetores da ordem Parasitiformes, ordem esta de artrépodes em que
estdo alocados os carrapatos ou carracas. Certas espécies podem transmitir mais
de um agente causador de doenga, como doenc¢a de Lyme, anaplasmose, babesiose,
febre recorrente transmitida pelo carrapato, diversas arboviroses, além das riquetsio-
ses. Tais espécies de maior interesse a saude humana pertencem a subordem Ixo-
dida, sendo a familia Ixodidae, ou seja, as carracas duras, responsavel pela maior
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frequéncia de transmissao vetorial dessas doengas nas Américas e pelos casos de
FMA (Figura 1).&:27

Esses vetores comumente habitam locais onde costumam trafegar seus hospedei-
ros, como florestas, areas rurais ou urbanas levemente arborizadas, campos e pas-
tagens — principalmente em areas com cobertura vegetal mais densa —, trilhas com
vegetacao rasteira, grama alta, arbustos suspensos, na terra Umida, no tijolo seco ao
sol e em residuos vegetais de areas ajardinadas, ou mesmo em moveis, colchdes e
paredes de recintos com animais domésticos nao tratados ou de casas de pacientes.
Aparecem com frequéncia na presenca de calor e umidade — no verao, principalmente
0s machos e as fémeas adultas em oviposigao —, assim como no outuno e na prima-
vera — predominando, respectivamente, as larvas e as ninfas. (14, 28, 29)

Em condi¢des naturais, considerando cenarios menos favoraveis, um carrapato
pode levar até trés anos para completar seu ciclo de vida, em decorréncia dos interva-
los invernosos e até que um novo vertebrado seja encontrado e ocupado — destacando
a preferéncia das formas adultas por hospedeiros de médio ou de grande porte. A nu-
tricdo por hematofagia em cada fase é, portanto, necessaria, para que o vetor continue
com seu ciclo biolégico. (17, 29,30, 31)

Os carrapatos sdo ectoparasitos nao s6 de mamiferos, como também de aves,
répteis e anfibios.®® Ao detectarem o vertebrado por meio da sua emissao de calor,
vibracdo, sombra, odor, umidade e/ou concentracao elevada de COQ,(33) esses inver-
tebrados alcancam a superficie do hospedeiro e microlesionam focalmente sua pele
por meio de queliceras localizadas na extremidade anterior do hipostdmio dentado, o
qual servira de canal para a deposigcao da saliva.®¥

Assim como as SFGRs, diversos patégenos transmissiveis aos vertebrados estao
contidos na secrecao salivar, produzida por um par de glandulas salivares antero-
lateralizados, que nao se intercomunicam (Figura 2). Porém, cada glandula possui
um ducto excretor principal para direcionar a saliva a cavidade bucal e, assim, ao
hipostémio. Também €& por meio deste que 0 sangue é succionado e direcionado ao
intestino anterior, seguido por um novo ciclo de regurgitamento salivar que se repete
por varias vezes.®®

Nos locais das picadas, € comum aparecer lesdes eritematosas, erosoées focais, ul-
ceras crostosas — as escaras de inoculacao —, nédulos e alopécia. Os carrapatos con-
seguem realizar longos periodos de hematofagia, chegando a semanas, o que pode
causar inquietacao, irritacdo, perda de peso, anemia e paralisia no hospedeiro, em
decorréncia da introducao de neurotoxinas salivares, capazes de causar parada cardi-
orrespiratéria na auséncia de tratamento. Acredita-se que uma Unica fémea adulta de
espécies que produzam tais neurotoxinas seja capaz de causar a morte de animais de
pequeno e animais jovens de médio e grande portes.(sz’ 36.37)
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Figura 1 — Formas adultas dos principais carrapatos transmissores de FMA
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Amblyomma mixtum Amblyomma ovale

(38, 39) (40) (41)

Schmidt, 2013; Bryant, 2007;(42)
Occi, 2011;*%) TiCKsafety.com;*® #6) Guzman-
Museu do carrapato - Embrapa Gado de Corte, MS;(49’ 50, 51) Mon-
(53) Nava, 2014;(54) Ogrzewalska, 2007;(55) Ogrzewalska,

Fonte: De Daktaridudu, 2016; Droege, 2013;

counter - The University of Rhode Island;(43)
Cornejo, 2009;(47’ 48)
gruel et al., 2018;(52)

2019.(%6)

TickEn-

Naturdata.com;

Nota: D. andersoni (carrapato das florestas das Montanhas Rochosas), D. variabilis (carrapato do ca-
chorro americano), D. occidentalis (carrapato da costa do Pacifico), R. sanguineus (carrapato
marrom/vermelho do cao), A. maculatum (carrapato da costa do Golfo), A. aureolatum (carra-
pato amarelo do cdo), A. variegatum (carrapato bont tropical/africano, carrapato senegalés ou
carrapato macho de ouro da Antigua) e A. sculptum (carrapato-estrela, carrapato do cavalo,
adulto rodoleiro, timicuim-amarelo/castanho, carrapato-pélvora/vermelho, formas jovens como
vermelhinho ou carrapatinho).

A paralisia também pode acometer 0os seres humanos e as principais espécies
transmissoras de FMA sdo capazes de ocasiona-la (Figura 1). Apesar de rara, pode
ser confundida com outras desordens neurais agudas, como miastenia, botulismo,
difteria, poliomielite, paralisia histérica e entre outras. Tal confusdo pode levar ao
comprometimento do seu diagndstico precoce, consequentemente, sendo o ébito, a
chance maior de sequelas apés o tratamento tardio. Desde 1912, os EUAs e 0 Canada
lidam com grande parte dos casos mundiais de paralisia.
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Figura 2 — Esquema basico das principais estruturas do carrapato envolvidas na he-
matofagia
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Fonte: De Patton et al., 2012.(57)

Ja no carrapato, o sangue ingerido é distribuido as projecdes do intestino médio
ventricular, providas de numerosos diverticulos, aonde passa a se concentrar. Sem
haver contato direto com a camada de células epiteliais, o alimento ainda permanece
contido pela membrana glicoproteica peritréfica, para que proteases, hemoglobinas
e anticorpos do vertebrado, assim como muitos microrganismos e suas toxinas pos-
sam ser inativados durante o processo de digestdo. Contudo, os patégenos transmiti-
dos pelos carrapatos ainda conseguem sobreviver e permanecem na luz intestinal ou
instalam-se nos tecidos do vetor, como nas células intestinais e glandulares.(SS)

Em decorréncia da grande ingesta sanguinea (por dias seguidos) e da presenca de
uma cuticula expansivel mesmo sob a protecédo do escudo dorsal, o peso corporal de
uma carraga dura pode elevar-se até 600 vezes, a depender da espécie. Além disso,
a sobrevivéncia em jejum pode se estender de um (larvas) a muitos meses (ninfas e
adultos), cujo um dos motivos é a lenta digestdo da reserva sanguinea e, na fémea,

. ~ , 37
essa digestao pode ser acelerada para a postura de milhares de ovos.®”

2.1.1 Distribuicao geografica dos principais transmissores parasitiformes de
RMSF

A maior parte das transmissdes de RMSF aos humanos decorre de espécies dos
géneros Dermacentor, Amblyomma e Rhipicephalus.(s) Quanto a distribuicao (Figura
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3), no oeste dos EUAs, predomina a transmissao pelo D. andersoni que também se
estende para as provincias do sudoeste do Canadd; no leste e sudeste dos EUAs,
regides mais afetadas pela doencga, a transmissao é devida ao D. variabilis e, secun-
dariamente ao A. americanum — por tender a transmitir erliquiose em detrimento de
outras doencgas, a qual, porém, possui sintomas de RMSF; ainda, ndo menos impor-
tante, é considerado o carrapato que mais pica 0 homem dentre esses outros. No
entanto, dentre essas espécies, a proporcao de vetores infectados com a R. rickettsii
em relagdo a R. amblyommatis é maior em D. variabilis.> 14 15 59. 60. 61)

No sudoeste, mais precisamente no Arizona e ao norte do México, predomina a
transmissdo de RMSF pelo R. sanguineus, enquanto que na regido centro-norte dos
EUAs e ao noroeste e norte da cidade de Nova York, predomina a transmisséo pelo
D. variabilis, também presente no oeste da Califérnia e nas provincias do sudeste
canadense. Atualmente, o CDC informa que o R. sanguineus ja esta em praticamente
100% do territério dos EUAs. Tanto este como o A. americanum também estao nas
provincias do Canada adjacentes ao territério norte-americano.!'# 15 60. 62, 63)

Apesar da transmissao acontecer principalmente pelo R. sanguineus na regiao
centro-norte do México — em areas urbanas e periurbanas —, também é possivel en-
contrar o A. mixtum,(54) uma espécie do complexo A. cajennense sensu lato (s. ),
infectado naturalmente com linhagens menos virulentas de R. rickettsii. Neste pais,
outros carrapatos sao passiveis de picar o homem e estao infectados, de forma me-
nos frequente, com esta espécie de bactéria. Dentre eles, 0 A. parvum possui maior
predominancia dentre os vetores infectados.'”

Atualmente, a incidéncia de RMSF na América Central € menor do que na América
do Norte, ndo possui notificacdo governamental expressiva e esta concentrada em Be-
lize, Costa Rica (regido centro-leste) e Panama (regido centro-sul). Dentre os vetores
considerados de relevancia clinica para esses paises, podemos destacar o R. san-
guineus e o A. mixtum. Além disso, ambas espécies ja foram encontradas infectadas
com R. amblyommatis nesses mesmos paises.(g’ 64)

Na América do Sul, a RMSF esta presente na regidao centro-noroeste da Colémbia,
noroeste da Argentina (Jujuy) e em certos biomas brasileiros — Cerrado, Pantanal e em
areas degradadas de Mata Atlantica da Regiao Sul e Sudeste —, podendo ser transmi-
tida por espécies do complexo A. cajennense s. |. — como A. patinoi, A. cajennense
sensu stricto (s. s.) e A. sculptum.“o’ 20,54.64) N&o obstante o R. sanguineus esteja
distribuido em grande parte do territério brasileiro e 0 A. cajennense s. s. também es-
teja presente na Regido Amazodnica, a participagdo dos mesmos em ciclos endémicos
da FMB ainda nao foi comprovada.(54’ 64, 65)

A transmissao pelo A. sculptum — carrapato que mais entra em contato com o
brasileiro em areas endémicas — é predominante no interior de S&o Paulo, enquanto
que em regides urbanas e periurbanas proximas a Mata Atlantica, como na regiao
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metropolitana de S&o Paulo, ha o predominio da transmissao pelo A. aureolatum.1% 2%

Dentre mais de mil casos de RMSF em 12 estados brasileiros, 400 vieram a ébito,
sendo as maiores taxas de letalidade decorrentes de S&o Paulo, as quais ja chegaram
a atingir em torno de 60%. Por outro lado, as maiores taxas de incidéncia sdo de Santa
Catarina e do Ceara.!" %

2.1.2 Distribuicao geografica dos principais transmissores parasitiformes da
doenca do Maculatum e das febres 364D e africana

As demais febres ndo-RMSF sdo menos frequentes, tendem a serem manifestadas
por sinais e sintomas mais brandos, porém séo transmitidas nao s6 por outros carra-
patos, como também por determinadas espécies que podem veicular R. rickettsii. Nas
Américas, os transmissores de trés enfermidades merecem ser destacados devido a
incidéncia maior de infecgbes humanas nas duas ultimas décadas.®®

De uma delas, a doenca do Maculatum, que ganha esse nome justamente por ser
transmitida pelo principal vetor do agente causador R. parkeri. O A. maculatum esta
presente na regiao costeira dos EUAs voltada para o Oceano Atlantico. Sua distri-
buicdo vai desde o Texas até Maryland, incluindo Mississippi, Arkansas, Oklahoma,
até o sul de Kansas, e toma boa parte dos territorios de todos esses estados. Por
estar distribuido em quase mais da metade do Golfo do México, também é conhecido
popularmente como o carrapato da costa do Golfo.®¥

Este vetor também esté presente no nordeste e centro do México. Contudo, apenas
ao final da ultima década, alguns casos de infeccdo humana por R. parkeri foram
identificados neste pais e, curiosamente, surgiram ao sul do Golfo do México, mais
precisamente no Estado de Yucatan. A tendéncia é surgirem casos nos estados que
contornam o Golfo, tanto em Campeche e Tabasco, pela possibilidade do encontro da
R. parkeri em cées e porcos destes locais que sao frequentemente parasitados por A.
maculatum e, em Veracruz, pela presencga de outro vetor comum desta bactéria, o A.
ovale.® ¢8)

Ambos vetores também podem ser encontrados infectados com R. amblyommatis
em Belize, enquanto apenas o A. ovale, juntamente com o A. mixtum, ja foram en-
contrados infectados na Costa Rica e na Nicaragua. No entanto, pouco se sabe a
respeito da doenca do Maculatum na América Central. Os ultimos casos conhecidos
ocorreram em Belize no inicio da primeira década deste século, apesar do frequente

parasitismo humano por A. maculatum e A. ovale neste pal's.(g)
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Figura 3 — Areas geograficas de maior relevancia onde estéo distribuidos vetores pa-
rasitiformes passiveis de transmitir a FMA
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: Baseado nos dados de Atlantic - Repelent Products;(ez) Alkishe & Peterson, 2022;(69) Cull,
2022;(70) Nelder et al., 2019;(71) Alkishe et al., 2021 ;(72) Sanchez-Montes et al., 2021 ;(73) Mar-
tins et al., 2016;(74) Barbieri et al., 2015;(75) Guglielmone et al., 2013;(76) Burkman, 2009;(77)
Guzman-Cornejo et al., 2006;(78) Lado et al., 2008;(79) Rommer et al., 2014;(80) Weck et al.,

2016;(81) Faccini-Martinez et al., 2015.82) =4 foi comprovado ser capaz de contribuir para os

casos humanos de RMSF decorrentes de R. rickettsii e, assim, também pode transmitir R. am-
blyommatis.
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E importante destacar que, na Costa Rica e na Nicaragua, ja é possivel encontrar
A. ovale e A. mixtum também infectados com a R. africae, e ndo apenas o A. variega-
tum nas ilhas do leste do Mar do Caribe, vetor este passivel de transmitir localmente
a Febre Africana a populacédo. Entretanto, apenas na ilha de Guadalupe foi possivel
evidenciar a transmissao vetorial para o homem. &

Ja na América do Sul, outros carrapatos substituem a presenca do A. maculatum
natransmissao da R. parkeri e o A. ovale torna-se o principal responsavel na Colémbia
e nas areas de Mata Atlantica do Brasil. Nestas areas, o A. aureolatum contribui com
a infecgdo humana, assim como o A. triste no Estado de Buenos Aires da Argentina,
na regido sul do Uruguai e possivelmente no interior de Sao Paulo, enquanto que o A.
tigrinum é responsavel por casos na regiao de Cérdoba, Argentina. (3.9, 64,83)

Em 1978, Robert Philip et al. identificaram, em camundongos infectados, dois
sorotipos de riquétsias que ndo possuiam o mesmo perfil de antigenos de superficie
de outras espécies conhecidas. Esses sorotipos, por outro lado, corresponderiam a
linhagem bacteriana encontrada em 1966 no D. occidentalis, denominada Rickettsia
364D, atualmente reclassificada como uma nova espécie, chamada R. philipii. Essa
bactéria € capaz de causar uma forma branda de febre maculosa, raramente com
erupcao cutanea petequial, que ocorre principalmente na California, EUAs.®

Em 2008, foi constatada que a transmissdo ao homem é devida a esse carrapato,
mas menos de 10% dos encontrados em 15 condados deste estado, na regiao sudeste
de Oregon e no nordeste da Baja California (México) estdo infectados com o agente.
Nesses mesmos locais, também é possivel encontrar R. sanguineus infectado com R.
philipii. Porém, em decorréncia da baixa incidéncia dessa doenga comparada a RMSF,
ainda nao esta claro se este vetor contribui clinicamente para a infecgéo humana.(®®)

2.2 CICLO SFGR-VETOR PARASITIFORME

Apesar da grande diversidade de carrapatos capazes de carrear agentes causa-
dores de FMA, é importante ressaltar que a presenca parasitaria em invertebrados
altera fisiologicamente os mecanismos de homeostase interna e da ectoparasitose
hematofagica. Como exemplo, em um trabalho recente publicado pelo nosso grupo de
pesquisa, foi evidenciada a modulagao da expressao génica de diversas proteinas re-
lacionadas com a imunidade, o metabolismo, a digestao e o processamento alimentar
do triatomineo Rhodnius neglectus infectado pelo protozoario causador da doenca de
Chagas, o Trypanosoma cruzi.®¥

A presenga do tripanosomatideo também fez com que a expressao transcricional
de moléculas inibidoras da coagulacao, da atividade plaquetaria e da resposta imune
fosse elevada até 2 dias ap6s a hematofagia, assim como a transcricdo de vias meta-
bolicas especificas. Por outro lado, também houve reducéo da transcricao de diversas
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outras no intuito de tornar o intestino menos oxidado, com menor atividade proteolitica
e menor atividade contra o protozoario — ao mesmo tempo em que houve aumento de
fatores desfavoraveis a bactérias simbiontes.®¥

Claramente, o provavel intuito do parasito com esse cenario foi justamente sus-
tentar a sua sobrevivéncia e, com isto, reduzir a nutricdo e processos regenerativos
necessarios ao vetor, enquanto mais nutrientes estavam disponiveis, portanto, para
si.(84) Acredita-se que, em carrapatos infectados com SFGR, tal cenario ndo ocorra
de forma distinta e ainda parega se aprofundar diante dos longos periodos de re-
pasto sanguineo — tempo mais do que suficiente para que as linhagens bacterianas
momentaneamente avirulentas possam ser reativadas,(S) consigam se desenvolver e
estabelecer no artrépode e no vertebrado.

Neste vetor biologico, as bactérias ingeridas sado capazes de invadir, multiplicarem-
se nas células das glandulas salivares, do intestino, nos hemdcitos e nos tecidos ova-
rianos, e passar para a prole, cujo processo € chamado de transmissao ovariana ou
vertical. Ainda podem permanecer infectando o vetor por toda vida, em decorréncia
da transmissao transtadial e, em certas espécies, ja se comprovou a possibilidade de
um sexo infectar o outro durante a cépula, por meio da transmissao venérea.® 10:8%

Durante todos esses processos, as SFGRs sdo capazes de modular a epigend-
mica das células hospedeiras. Podem inibir a resposta imune inata antibacteriana
do invertebrado e modular positivamente a inibi¢ao da resposta imune do hospedeiro
vertebrado. Podem elicitar menor atividade oxidativa — ao elevar a expressao de an-
tioxidantes, como de selenoproteinas e de superéxido dismutases (SODs) —, inibir a
apoptose celular e favorecer o crescimento de outras espécies bacterianas (ex: Mi-
dichloria e R. bellii) capazes de Ihes fornecer e processar nutrientes importantes (ex:
vitaminas B e D), ao mesmo tempo em que dificultam o crescimento de outros pat6-
genos competitivos, transmitidos pelo carrapato (ex: Anaplasma margina/e).(S)

Caso a carga parasitaria recebida ndo seja letal — muito relevante ao tratarmos
da R. rickettsii —, os artrdpodes hematdfagos sdo capazes de ativar mecanismos de
respostas alternativos em relacdo aos cenarios alcancados pelos parasitos e, como
resultado, a homeostase final permite a simbiose adequada entre patégeno e vetor.
Em algumas situacdes, como em certas espécies do complexo A. cajennense s. |.,
apos sucessivas geragdes, o equilibrio tende a ser perdido em favor do carrapato, o
qual passa a apresentar poucos parasitos.(”

2.3 CICLO SFGR-HOSPEDEIRO VERTEBRADO

Diversos animais, como o coelho silvestre, os marsupiais (ex: gamba) e a capivara
também séo capazes de manter a simbiose com o agente infeccioso e tendem a serem
assintomaticos durante a bacteremia. Muitos autores consideram-nos os principais



Capitulo 2. Febre maculosa das Américas (FMA) 22

reservatorios da FMA (10, 20, 86,87)

As capivaras apresentam caracteristicas peculiares que as tornam um importante
amplificador de FMB. Além de serem territorialistas e se acostumarem a presenca
do homem rural e urbano, a fémea é altamente prolifera e a densidade populacional
elevada favorecem o aparecimento de capivaras infectadas que, diante de exposi¢oes
subsequentes ao carrapato, podem se tornar imunes a R. rickettsii.®® No entanto, tal
imunidade ndo € repassada a prole e a infestagdo vetorial é frequente, constante e
populosa. Isso faz com que a atual existéncia de < 10% da populacao de A. sculptum
apresentando-se infectada com SFGRs mantenha-se sobrevivendo no reservatorio.
Também € importante informar que um antigo habitat desse vertebrado ainda contera
as formas vetoriais por até 3,5 anos ap6s a sua partida.(sg)

Em outros animais, como no cavalo, na ovelha, na cobaia e no camundongo, po-
dem ocorrer sinais e sintomas leves e temporarios, e a cura da doenca também é
possivel de ser alcangcada. Porém, na febre maculosa, o balango da relacao entre o
agente infeccioso e o ca0°? ou 0 homem pode nao ser alcangado, e o0 cenario torna-
se dramatico para o hospedeiro. Em todo caso, € importante ressaltar que qualquer
vertebrado com bacteremia riquetsiana pode repassar riquétsias ao vetor.(10-20:87)

No local do repasto, a R. parkeri, a R. philipii e a R. africae podem agravar a
inflamacao e causar necrose profunda na pele.(66’ o1) Ap6s a SFGR ser transmitida
a pessoa, seja por meio da picada, seja pelo contato do sangue do hospedeiro com
os fluidos corporais ou com as fezes do carrapato infectado,(m) parte da populacéo
bacteriana que entra na circulacdo evade os mecanismos de defesa imunolégica do
homem. As riquétsias escapam da lise intracelular de fagécitos — residentes ou que
iriam realizar a apresentagédo antigénica as células T nos linfonodos — e invadem as
células endoteliais da microcirculagao local.®"

As células infectadas, com destaque para aquelas situadas na pele, pulmdes, trato
gastrointestinal, figado, coragao, rins e cérebro — sinalizam com a producéo de cito-
cinas (ex.: IL-1p, TNF-«) e quimiocinas, além de se aderirem a matriz extracelular
adjacente, a fim de atrair mais e mais células inflamatérias para o sitio de combate.
Dentro desse contexto, ocorre a febre alta (> 40 °C) com calafrios, dores de cabeca,
mialgia, artralgia, apatia, episddios de nauseas, vomitos e estupor (obtundo) — a partir
do 2° ao 14° dia apés a infeccdo —, além de linfadenopatia drenante quando o agente
causador é a R. parkeri ou a R. africae.® 2% °1)

Com o passar do tempo, o acumulo de infiltrado inflamatério formado por linfécitos
e macrofagos pode gerar lesdes e obliteragdes parciais nos vasos sanguineos. Em
decorréncia do edema intersticial provocado, do 3° ao 5° dia ap6s o0 aparecimento
da febre alta, uma porcentagem menor dos acometidos por febre maculosa ainda
apresenta erupgcoes cutaneas maculo-papulares que evoluem para lesdes petequi-
ais, ora vesiculares, ora como pustulas, em regides de microcirculagdo intensamente
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infectadas.“o’ 17,20,91) o auséncia dos exantemas ndo necessariamente caracteriza

a recuperacao do paciente; pode dificultar e retardar o diagndstico correto e, conse-
quentemente, o tratamento.® > 10:17.92)

Esses sinais e sintomas também estdo presentes em outras riquetsioses e sao si-
milares aqueles existentes em outras doencas, como na leptospirose, toxoplasmose,
rubéola, sarampo, sifilis, meningite meningocécica e em certas arboviroses (ex.: den-
gue, zika e chikungunya). Também sao passiveis de serem confundidos com reag¢des
alérgicas e a medicamentos, além de novas pesquisas indicarem sobre a possibilidade
de haver sintomatologia semelhante em animais infectados com agentes infecciosos
ainda a serem descobertos nos carrapatos. Mas nem todos os quadros clinicos que o
homem apresenta aparecem nos animais quando séo infectados com SFGRs.# 10:97

Em virtude da baixa incidéncia de FMA humana em relacdo a outras tantas in-
fecgbes, podemos dizer que a manutengdo vacinal a individuos em areas endémicas
seria mais viavel financeiramente comparada ao controle vacinal de animais, néo re-
tirando a importancia de ambos os cenarios para o combate ideal a febre maculosa.
Como sera visto, algumas moléculas envolvidas com a patogenicidade das riquétsias
ja foram exploradas em ensaios vacinais com animais; mas outros peptideos, poten-
cialmente imunogénicos, também podem existir e talvez facam parte de fatores de
viruléncia que ainda precisam ser avaliados quanto a atividade nas SFGRs.®®)

2.4 ESTRATEGIAS POTENCIAIS DE VACINAGCAO CONTRA SFGR

Uma vacina eficaz contra febre maculosa precisa fazer com que as riquétsias se-
jam eliminadas do hospedeiro por mecanismos envolvidos com a ativagdo de respos-
tas imunes inatas e adaptativas, certamente do tipo Ty1 e Ty17. Sendo respostas
efetivas, ocorrerao a redugado da gravidade e da duragao dos sintomas, assim como
a perda da capacidade do hospedeiro em transmiti-las, cuja diminuicdo na incidéncia
global de casos deve ser esperada. Por meio do estimulo antigénico, o organismo con-
segue rapidamente promover a inflamacéo, ao aumentar a expressao de moléculas de
adeséao das células imunoldgicas e endoteliais.* %%

Essas respostas também elevam a atividade fagocitica dos fagocitos e intensi-
ficam a ativagcdo e a resposta citotdéxica de linfécitos T CD8* sobre as células do
hospedeiro parasitadas. A auséncia de linfécitos T CD8* funcionais ou das citocinas
pré-inflamatérias IFN-y e TNF-« pode ser fatal para o individuo infectado por SFGR,
conforme evidenciado em modelos murinos. Ademais, por meio dessas citocinas e
da IL-17 liberadas pelos linfécitos T CD4*, células infectadas, como as epiteliais, sdo
sinalizadas para a produgao de peptideos antimicrobianos e éxido nitrico, assim como
acontece com os macréfagos.(4’ %)
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2.4.1 Neutralizacao da bactéria no hospedeiro vertebrado

Ja é de conhecimento o papel de algumas moléculas envolvidas na infec¢do e na
sobrevivéncia das riquétsias causadoras de febre maculosa nos animais. O escape
do fagossomo pode ocorrer pela liberagdo de fosfolipases A2 (PLA, — Pat1 e Pat2) e
D (PId) e hemolisinas (ex: tlyA e tlyC) que lisam a parede vacuolar.®" Em R. parkeri,
foi observado que a fosfolipase A2 semelhante a patatina (Pat1) também é capaz de
evitar a poliubiquitinagéo da bactéria no citoplasma e o recrutamento do receptor de
autofagia p62 ® Conforme visto para a R. rickettsii, a proteina com repeticdo de an-
kirina RARP2 é capaz de atuar na redugao da exposi¢cao de antigenos bacterianos via
MHC. O bloqueio da funcao de alguns desses componentes por anticorpos, a depen-
der da espécie, mostrou comprometimento ou dificuldade na evasao do vacuolo.®®

A endocitose também pode ser provocada pelo agente infeccioso (Figura 4), ao
promover a ligacao entre uma molécula de superficie, como a rOmpB, e um receptor,
como o Ku70 da célula hospedeira, seguida pela internalizacdo em vesicula envolvida
por clatrina/caveolina (mecanismo "zippering").(s’ 96)(%8) Alem disso, metiltransferases
PKMT1 e PKMT2 da R. parkeri podem modificar ligantes de superficie como rOmpB e
preveni-los de poliubiquitinacdo, enquanto o proprio rOmpB bloqueia a ubiquitinacao
de rOmpA que é capaz de interagir com FGFR1 e «231 para auxiliar na invasédo
celular.®

Figura 4 — Modelo de invasao das riquétsias na célula hospedeira

12k 2k 2k 2k )

1l
Ku70 a2p1 FGFR1 Epac1 Receptores

desconhecidos

a

Adesinas de
riquétsias

Invasdo da riquétsia via endocitose /
inducdo de fagocitose

Riguétsia intracelular dentro de

' SMPS (Beaz) fagossomo

. OmpA (Sca0)
' B-peptide-OmpA

ﬂ=. 1& Lise do fagossomo
0 , \ ﬂ
Outros antigenos de

S
superficie celular %l

Riquétsia livre no citoplasma
Q rico em nutrientes

S
Q
=b

Fonte: De Sahni et al., 2019.(91)

Nas células hospedeiras, 0s mecanismos apoptéticos podem ser inibidos para per-
mitir a sobrevivéncia e a multiplicacao da bactéria. Ja a invasao de células adjacen-
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tes, ocorre por meio das projecdes e impulsionamento das riquétsias pelas pontes de
actina ativadas por RickA (R. rickettsii) ou por manejo das tensdes intercelulares e
mecano-transducéao (R. parkeri e outras SFG Rs).(S)

Existem anticorpos capazes de se ligarem em alguns desses ligantes de superficie
(ex: Scal0/rOmpA, Scal, Sca2, Sca3 e Sca5/rOmpB — Surface cell antigens ou Ou-
ter membrane proteins), a fim de inibir a entrada do patégeno na célula hospedeira.
Outros anticorpos opsonizam o microrganismo por meio desses ligantes, para o reco-
nhecimento e a atuacéo das células citotdxicas e do sistema complemento.(4’ 94)

A acao dos anticorpos contra OmpA e OmpB sao tao importantes que, mesmo di-
ante de alta carga de R. rickettsii e de R. conorii, € possivel evidenciar certa protecao
a doenga em camundongos C3H/HeN SCID e, no caso de infecgédo por R. rickettsil,
auséncia de febre ou de bacteremia em cobaias. Determinadas proteinas citoplasmati-
cas — por. ex., da classe das chaperonas — também possuem isoformas extracelulares
reconhecidas pelos anticorpos, mas o papel e a efetividade de muitas delas em res-
postas antibacterianas ainda precisam ser avaliados.* °%

Certos antigenos compartilhados entre diferentes espécies de riquétsias e que ati-
vam linfécitos T sdo considerados imunodominantes (ex: OmpA e OmpB) e contribuem
tanto para 0 homem como para os animais adquirirem prote¢édo cruzada parcial a uma
determinada riquetsiose, quando estes sdo expostos a outra infecgao riquetsiana. Haja
visto, na linhagem C3H/HedJ, a imunizagdo contra R. akari ou a exposi¢cao prévia a
antigenos de R. rickettsii pode diferenciar linfécitos e reativa-los na presenca de R.
conorii. Da mesma forma, a imunizagdo contra R. conorii protege murinos C3H/HeN
da infeccao por determinadas SFGRs, riquétsias de transicao e do tifo. 4 94

2.4.2 Imunoinducao pelos antigenos da célula inteira de SFGR

Apesar da inexisténcia de vacinas humanas prontamente desenvolvidas contra a
FMA, os primeiros ensaios vacinais in vivo usaram extratos de agentes bacterianos
inativados com fenol ou formol. Essas células podem ser obtidas ndo sé de vetores,
mas também de vertebrados, ou a partir de bactérias que se desenvolveram em ovos
ou, mais especificamente, em fibroblastos de embrides de galinha.(4’ 94)

A par destas técnicas, curiosamente, uma vacina produzida por Weigl em 1920 foi
utilizada durante a Il Guerra Mundial, em soldados alemaes e em guetos, contra a
R. prowazekii, cujo género bacteriano havia sido descoberto pouco tempo antes, em
1916, pelo pesquisador brasileiro Henrique da Rocha Lima.®” ®8 No mesmo sentido
de evitar o tifo epidémico que acometia os soldados naquela época, os rivais militares
americanos e chineses também produziram vacinas que foram capazes de amenizar
a gravidade da doenga.(gg)

No entanto, a inativagcdo quimica pode reduzir a antigenicidade da vacina. Para
que isto ndo ocorra, é usual a substituicao pela irradiacao ou aquecimento (ex: 56 °C)
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do extrato celular. Recentemente, cachorros vacinados com esta abordagem apresen-
taram sintomas de RMSF mais leves, produgéo de IgG e IFN-y e reducdo das lesdes
em varios 6rgaos analisados.('%

O uso de linhagens bacterianas avirulentas ou atenuadas podem fornecer protecao
por longos periodos em humanos e a introdugdo de mutagdes deletérias ou delegdes
de bases em genes de viruléncia (ex: no gene da Fosfolipase D) contribuem para
aumentar a seguranca vacinal ao evitar a reversao do fenétipo virulento, conforme
observado em cobaias. No entanto, dependendo da técnica molecular empregada e
do gene alvo a ser suprimido, tanto a R. rickettsii como outros agentes podem nao
perder a infectividade.'®"

2.4.3 Imunoinducao por subunidades peptidicas da SFGR

Diversos antigenos recombinantes da membrana e do citoplasma de SFGRs (ex:
Adr1, Adr2, TolC, OmpW, Porina 4, YbgF e dentre outros) ja foram testados em al-
guns modelos animais, mas poucos deles promoveram a protecdo do animal a doses
letais do agente — também aparentemente em decorréncia das técnicas de expressao
proteica e de aplicacao empregadas. Apesar de muitas dessas moléculas serem alta-
mente promissoras por ainda sim desencadearem respostas imunoldgicas relevantes,
a combinagéao correta de antigenos parece propiciar o quadro protetivo ideal em detri-
mento da aplicacao aleat6ria de um unico antl’geno.(4’ o4)

Outro exemplo da vantagem do uso de sequéncias proteicas diferentes esta na
vacinacao do hospedeiro com células dendriticas previamente pulsadas com proteinas
recombinantes fornecedoras de epitopos de ligagdo a MHC Il, cujas células podem
estimular as respostas de linfécitos CD4* e CD8*. Contra R. heilongjiangensis em
camundongos C3H/HeN, essas respostas decorrentes da introdugdo de fragmentos
de OmpB em células dendriticas ainda puderam ser alcancadas sem a producéo de
anticorpos.“oz)

Vetores bacterianos ndo patogénicos também compdem outra alternativa, pois po-
dem carrear plasmideos com as sequéncias codificadoras de antigenos de outros
microorganismos. Isso ja foi testado contra R. conorii em camundongos C3H/HeN,
ao introduzir-lhes a Mycobacterium vaccae com segmentos de OmpA, o que gerou
protecdo parcial diante de carga parasitaria considerada letal a esses animais.®

E de se considerar a busca por antigenos conservados entre espécies diferentes
de riquétsias. Uma vez que um deles gere imunoprotecdo contra a bactéria que o
originou, espera-se que 0 mesmo ocorra contra a segunda bactéria apds imunizar o
individuo com o antigeno que esta produz. Por outro lado, existem fragmentos pro-
teicos de diferentes SFGRs mas com alta similaridade entre si, que podem fornecer
maior protecdo ao hospedeiro contra uma espécie, mas nao propiciar protecdao contra
a outra espécie bacteriana.'%®
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Além disso, é provavel que certos antigenos e seus fragmentos recombinantes
proporcionem niveis de protecdo diferentes em outros modelos animais ou mesmo
nos seres humanos. Muitos antigenos e epitopos de SFGRs ligantes de MHC |, que
possam estimular as células T CD8", ainda s&o desconhecidos e a abordagem por
vacinologia reversa pode auxiliar a desvendar demais alvos.* %% Apesar dos achados
promissores contra febre maculosa, estes ainda ndo progrediram o suficiente para que

ensaios com humanos fossem realizados.

2.4.4 Vacinologia reversa aplicada as SFGRs

Ao contrario da abordagem classica, a vacinologia reversa (Figura 5) esta funda-
mentada exclusivamente em predi¢cdes in silico, a partir de calculos matematicos com
variaveis que levam em consideragdo o comportamento de dados reais obtidos de
experimentos em bancada. Por meio de algoritmos e aplicativos computacionais, €
possivel estimar se uma determinada sequéncia proteica pode ser antigénica e exibe
epitopos de ligacdo a moléculas de MHC e a receptores de linfocitos B.(104.105)

Com o passar dos anos, o enriquecimento informacional dos bancos de dados, os
novos aplicativos — atualizados e incorporados a tematica — e as abordagens com-
plementares permitiram predizer e descrever outras caracteristicas moleculares de
candidatos vacinais. A destacar, a homologia com outras sequéncias e a identificacao
de alvos similares para a atuagao de drogas ou farmacos, a localizacao celular do alvo
proteico e sua estrutura tridimensional, a simulagcao de respostas para a produgao de
citocinas especificas, a toxicidade e a alergenicidade desses antigenos e, principal-
mente, a leitura de regides nucleotidicas em larga escala para a predicao de novas
sequéncias proteicas, independente do organismo a ser analisado.'%® 197)

Dessa forma, por meio da analise subtrativa dos dados dmicos, € possivel en-
contrar antigenos comuns expressos entre as diferentes linhagens de uma mesma
espécie riquetsiana. Por ventura, parte desses também podem ser consensuais entre
as diferentes espécies de riquétsias. A exemplificar, em um trabalho recente publicado
por integrantes de nosso grupo de pesquisa, partindo de 47 genomas bacterianos, foi
apontada a existéncia de 7 antigenos conservados entre 21 espécies representantes
dos subgrupos filogenéticos do género Rickettsia.!'®®

Essa quantidade de antigenos é condizente ao encontrado por Kumar (2017), o
qual fez uso de algumas ferramentas computacionais alternativas para levantar os
consensuais. Foram encontrados 10 antigenos comuns entre apenas 6 espécies re-
presentativas comparadas (R. typhi, R. prowazekii, R. felis, R. conorii, R. australis e R.
rickettsii).“og) Partindo de um proteoma de A. marginale com 949 proteinas, Palmer et
al. (2011) encontraram 62 proteinas de superficie celular, das quais 10 foram capa-
zes de estimular a producao de IgG2 e proteger bezerros contra a bacteremia por A.
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marginale. Destas, apenas 2 foram consideradas homologas aquelas de R. typhi, R.

prowazekii, R. felis, R. akari, R. conorii, R. rickettsii e R. africae.

(110)

Figura 5 — Etapas usuais da vacinologia reversa
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Peptideos antigénicos conservados sao uUteis ao desenvolver uma vacina univer-
sal contra riquetsioses. Porém, a diversidade de antigenos aumenta quanto menor
for o nimero de espécies comparadas. Partindo do reconhecimento de epitopos em
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834 sequéncias proteicas de R. prowazekii, Caro-Gomez et al. (2014) encontraram
96 proteinas antigénicas e homologas aquelas de R. typhi, R. conorii e R. rickettsii,
sendo 63 possiveis estimuladoras de linfécitos T CD8* e, dentre estas, 21 passiveis
de serem reconhecidas também por linfocitos T CD4*. Destas, 12 foram selecionadas
para ensaios in vivo, mas apenas 1 — a unica proteina n&o exclusiva ao meio intrace-
lular — mostrou-se relevante para proteger e levar a maior sobrevida de camundongos
C3H/HeN diante da R. prowazekii.'??

Haja visto a rentabilidade final reduzida apds a andlise subtrativa dos dados ini-
ciais, também é importante considerar, conforme ja discutido, os demais antigenos
expressos pelo agente de interesse ao desenvolver uma vacina que desencadeie e/ou
complemente a imunoprotecdo do hospedeiro. Ademais, quanto maior a diversidade
de candidatos vacinais in silico, maior a chance de encontrar novos antigenos capa-
zes de tornar a protecdo mais eficaz. A exemplificar, a partir de apenas 1 genoma de
R. rickettsii, Dzul-Rosado et. al. (2020) obtiveram 19 proteinas de localidades celula-
res diversas, com epitopos de ligacado para MHC | humano. Dentre elas, foi possivel
destacar 6 proteinas hipotéticas ou ainda desconhecidas.'?®

Sendo assim, a efetividade ideal de uma vacina contra a FMA devera ser alcan-
cada se também levarmos em consideragao as diversas proteinas dos carrapatos que
auxiliam na infectividade das riquétsias. Inibir a atuacao dessas proteinas pode com-
prometer o processo infeccioso no artrépode e no vertebrado. Porém, ndo ha trabalhos
publicados que pudessem relacionar ou complementar o desenvolvimento de vacinas,
para que atuem tanto contra o agente infeccioso quanto contra o vetor, apesar disto ja
ser possivel como serd visto a seguir.

2.4.5 Ataque ao carrapato e a sua densidade populacional

A ideia sobre produzir vacinas para combater artropodes hematéfagos, como os
vetores parasitiformes, ndo € recente. A percepcao cientifica de que o gado pode ga-
nhar certa resisténcia a infestacdo de carrapatos decorre desde 1918.12% Em 1939,
Trager ja havia percebido que cobaias podem se tornar resistentes a infestagdes sub-
sequentes por larvas de D. variabilis.!1?® Posteriormente, Alger & Cabrera (1972) e
Schlein & Lewis (1976) observaram que coelhos imunizados com extratos teciduais
de mosca ou mosquito também podem gerar resposta imune que compromete o de-
senvolvimento destes artrépodes, a ponto de leva-los a morte.(126:127)

Assim, Allen & Humphreys (1979) verificaram que cobaias e bovinos vacinados
com o extrato tecidual de intestino de D. andersoni também foram capazes de reduzir
tanto o numero de ectoparasitas como de ovos liberados pelas femeas.!"?® Esses efei-
tos foram mais evidentes ao considerar a imunoprotegao desencadeada contra o Rhi-
picephalus (Boophilus) microplus (australis), por meio da imunizagdo com extrato de
tecido intestinal do artrépode. Foram observadas lesbées no intestino do vetor, os adul-
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tos foram mais afetados do que as larvas e as fémeas sobreviventes, quando ingurgi-
tadas, eram menores do que o tamanho médio que naturalmente podem alcangar.(129)

Em vista disso, em 1980, pesquisadores da Organizacao de Pesquisa Cientifica e
Industrial da Commonwealth da Australia encontraram o antigeno Bm86 no intestino
de carrapato como sendo capaz de desencadear os efeitos descritos anteriormente.
A partir disto, em 1994, foi desenvolvida a primeira vacina direcionada a protecao de
bovinos contra R. microplus.“so)

Antigenos ocultos, como o Bm86, estao presentes principalmente no intestino mé-
dio dos carrapatos e sao alvos de investigacdo, porque ficam mais protegidos do mi-
croambiente estressor externo e dificilmente geram resposta imunotolerante aos cons-
tituintes imunologicos do vertebrado. Isto evita a ocorréncia de alteragées genéticas,
epigenéticas ou pos-traducionais que possam levar a imunoevas&o. "V

A imunoprotecao, nesse caso, pode ocorrer por meio da atuacdo dos anticorpos
e do sistema complemento que atacam moléculas, principalmente de membrana e de
funcdes essenciais como certos receptores de hormdnios, e podem causar a ruptura
do trato intestinal, com o extravasamento da hemolinfa a luz tubular."*® Por outro lado,
como os antigenos ocultos ndo estdo expostos suficientemente ao reconhecimento
das células imunoldgicas, o contato natural e frequente entre vetor e hospedeiro verte-
grado nao é capaz de manter a resposta adaptativa por longos periodos. Como visto
em bovinos, os efeitos imunoprotetores sao eficazes enquanto houver a aplicagao de
doses subsequentes do Bmse.(13%

A glicosilagcao pode ser importante para elevar a imugenicidade antigénica, como
ocorre com o Bm86 disponibilizado na vacina comercial GAVAC®.(%%) Na década de
90, outras proteinas intestinais e passiveis de serem encontradas nas glandulas saliva-
res, como o antigeno oculto Bm91 ,(133’ 134) 4 glicoproteina similar a mucina BMA7,(135)
Vitelina e Vitelogenina“%) também foram testadas na Austrdlia e levaram a redugao
moderada do numero de ovos e larvas em bovinos e ovelhas.

Contra outras espécies vetoriais, coelhos imunizados contra inibidores de serino-
proteases (HLS1 e HLS2) podem levar ninfas e adultos a morte apds o repasto,(137)
enquanto camundongos estimulados com a proteina semelhante a troponina | p27/30
pode reduzir a quantidade de larvas fixadas sobre a epiderme desses animais e preju-
dicar a alimentacao sanguinea das ninfas e dos adultos de Haemaphysalis longicornis,
cujo tempo de repasto torna-se prolongado.“es) Outro antigeno oculto, o 4D8 citoplas-
matico, também pode prolongar o tempo de repasto, assim como reduzir a infestagao
e o tamanho de ovos de Ixodes scapularis.“sg)

Entretanto, a eficacia relativa de candidatos vacinais também pode variar conside-
ravelmente de uma espécie de hospedeiro a outra e ser insignificante. Mesmo aplicada
em uma mesma especie de vertebrado, a eficicia de vacinas com ou sem Bm86 glico-
silado pode ser reduzida drasticamente em virtude de haver linhagens distintas de R.
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microplus existentes em outros paises, incluindo no Brasil. A exemplificar, a eficacia
relativa da GAVAC® pode ser < 60%.'3%)

A necessidade de descobrir mais alvos antigénicos fez com que Lew-Tabor e ou-
tros pesquisadores buscassem identificar epitopos reconheciveis por anticorpos de
bovinos resistentes a infestagdes de R. microplus.(MO) A partir dos anticorpos que pre-
judicaram o desenvolvimento do vetor, foi possivel isolar misturas de epitopos para a
vacinacao de bovinos, cuja imunoprotecao eficaz permitiu isolar das misturas selecio-
nadas 9 candidatos atualmente patenteados.“so)

Os resultados promissores de diversos candidatos vacinais principalmente contra
espécies dos géneros Rhipicephalus e Hyalomma fizeram com que varios deles fos-
sem patenteados.““) Alguns homologos, como Bm86, Subolesina, Aquaporina, Fer-
ritina 2 e Peptideo Acido Ribossomal 60S PO sao testados pelo Consércio de Vacinas
Contra Carrapato de Gado financiado pela Fundacéo Bill & Melinda Gates, em Marro-

cos, na tentativa de ser desenvolvida uma vacina universal contra o R. microp/us.“so)

2.4.6 A saliva na transmissao de SFGR a hospedeiros

As glandulas salivares sdao uns dos maiores 6rgaos dos carrapatos — sendo mai-
ores nas fémeas — e possuem antigenos que podem ser reconhecidos pelo sistema
imune do hospedeiro ja em curtos periodos de repasto sanguineo. A saliva é consti-
tuida por ions, moléculas proteicas e nao proteicas e se altera com o passar da alimen-
tacdo, de acordo com o sexo do individuo, conforme a quantidade de outros individuos
adjacentes repastando e diante da contra resposta imune do vertebrado.('4?)

Fazendo parte deste conteldo, existem diversos fatores (ex: sialostatinas, pro-
teinas Salps, inibidores de TSLP) que contribuem para a transmissdo do patégeno
assistida pela saliva (SAT), seja a transmisséo entre vetor infectado e vertebrado nao
infectado, seja entre vertebrado infectado e artrépode nao infectado. O fendmeno da
SAT pode ser desencadeado por outros artropodes hematédfagos e é capaz de favore-
cer a infectividade de protozodrios, de agentes virais ou bacterianos. 4%

Em macacos Rhesus infectados artificialmente com R. parkeri, apesar de ja ter sido
observado elevagao da populacao de neutréfilos e dos niveis de IFN-y e IL-6 sorolégi-
cos, as escaras no sitio de inoculacdao também podem aumentar e cicatrizar de forma
mais lenta durante a exposi¢do ao A. maculatum. Ainda nesses animais, foi observado
maior persisténcia bacteriana no sitio e nos linfonodos quando comparados a prima-
tas nao ectoparasitados.(143) Ja em camundongos C3H/Hed infectados com R. conorii,
a expressao dos fatores do vertebrado associados a resposta imune desfavoravel ao
parasitismo no tecido infectado foi reduzida naqueles animais expostos as ninfas de
R. sanguineus — destacando menor estimulo a producao de IL-13 e NF-«B.(144)

Ademais, ja foi constatado que a transmissibilidade dessa SFGR entre formas adul-
tas infectadas e ninfas ndo infectadas de R. sanguineus pode ser elevada a aproxima-
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damente > 70% ao repastarem em cachorro soronegativo para tal bactéria.'*) Isto

indica que a resposta imune desencadeada em animais previamente infectados pode
dificultar a manutencgéo do ciclo de transmisséo bacteriana entre hospedeiros. Mas a
saliva parece ter papel fundamental na resisténcia do agente a essa resposta, possi-
velmente por conter biomoléculas capazes de inibir a migracao, a atividade ou mesmo
o desenvolvimento de APCs e a formacéao da resposta adaptativa do vertebrado.4®)

Durante o repasto, muitos antigenos salivares sao secretados dentre os multiplos
agentes analgésicos, anti-hemostaticos, anti-cicatrizantes, anti-inflamatérios e capa-
zes de inibir a resposta imune Ty1 — importante contra a alimentagao/nutricdo ade-
quada do ectoparasito sobre o vertebrado e a transmissao de endoparasitos bacteria-
nos. Por outro lado, outros antigenos também estdo entre aquelas moléculas capazes
de desencadear a expressao de constituintes celulares e citocinas de perfil T2, que
auxiliam por outros mecanismos o fluxo sanguineo adequado ao vetor ou que podem
causar neuroparalisia muscular Iocal/regional.(37’ 182, 142)

A efetividade de certos antigenos de neurotoxinas pode ser verificada quando Oxer
& Ricardo usaram soro de caes dessensibilizados a paralisia provocada pelo Ixodes
holocyclus, para tratar outros caes que passavam por esta condigédo clinica.""*") Mas
foi apenas com a chegada do sequenciamento de nova geracdo que aproximadamente
19 holociclotoxinas foram identificadas e seus aminodcidos caracterizados. A aplica-
¢ao da mistura de algumas delas gerou protecédo a paralisia em caes e esta para ser
langada comercialmente na Australia.!'*®

Diferente dos antigenos ocultos, os antigenos salivares expostos de uma espécie
usualmente podem promover imunoprotecédo a pelo menos dois estagios de vida do
carrapato (ex: antigenos HL34 e 64TRP contra adultos e ninfas de, respectivamente,
H. longicornis e R. appendiculatus). Além disso, possuem maior potencial de protecao
cruzada contra outras espécies, ja que tendem a possuir estruturas proteicas mais
conservadas e assim, ndo é comum levar a resisténcia de resposta.(132)

N&o obstante a resposta T2 do vertebrado envolva mecanismos pouco efetivos
contra carrapatos, os antigenos que direcionam a imunidade adaptativa para a forma-
cao de IgE sdo uma excecdo. A alta concentracao deste anticorpo auxilia considera-
velmente na expulsao do ectoparasito, ao se ligar em receptores especificos e desen-
cadear a degranulacéo de basoéfilos e mastocitos por meio de processo alérgico, como
ocorre em bovinos e cobaias.*® No entanto, em vista dos possiveis efeitos adversos,
como o aparecimento de reagdes cutaneas indesejadas observadas em cobaias pés-
imunizadas com proteina de ligagdo a histamina (HBP) e lesdes cutdneas necréticas
em coelhos imunizados com calreticulina recombinante de A. americanum, a escolha
de candidatos vacinais da glandula salivar desses vetores deve ser criteriosa. (%2

Apesar da busca por antigenos que desencadeiem inibicdo das fungdes de protei-
nas importantes para o sucesso do ectoparasitismo, ha evidéncia crescente de que
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certos antigenos particulares a uma espécie vetorial — a exemplificar LUIM11 e LUM19
analisados na saliva do flebotomineo Lutzomyia longipalpis — podem induzir resposta
Ty1 no hospedeiro, de forma suficiente para abrandar ou ndo desenvolver a infecgéo,
como aquela decorrente da Leishmania braziliensis.® 1°% Em hamsters, é comum tal
resposta vir acompanhada de redugéo de IL-10. No entanto, também pode ser eficaz
quando decorre da imunizacdo com a saliva de Lu. whitmani, que leva ao aumento
de IL-10 em camundongos BALB/c, ao passo que a saliva de Lu. intermedia ndo gera
imunoprotegéo.“sn

Diante da exposicao natural a um certo antigeno salivar do carrapato por si sé nao
prevenir infestagdo subsequente e protecado prolongada ao hospedeiro, é necessario
combinar antigenos para a produ¢do de uma vacina eficaz. Além disso, o enfoque
atual das pesquisas estda em desvendar antigenos de dupla ag&o, que possam promo-
ver tanto protecdo contra o vetor (e suas formas de vida) como o bloqueio da transmis-
sao e da atividade de agentes infecciosos, 0 que ndo envolve apenas inibir a atividade
imunomoduladora que certos compostos salivares apresentam, ao produzir resposta
contra estes. %% 142

Considerando a avaliacdo de expressao por microarray € 0 sequenciamento em
massa de transcritos, por volta de 2010, a vacinologia reversa comecou a ser aplicada
para a descoberta de alvos antigénicos em intestino, ovario e glandulas salivares de
carrapatos e ensaios com RNAi foram feitos para investigar a morbidade ou a letali-
dade decorrente da inativacdo desses alvos nos vetores. O encontro de candidatos
possuindo sequéncias altamente similares e a combinagao tanto de antigenos expos-
tos como ocultos também pbdde levar a imunoprotecao eficaz em bovinos.(1*?

A aplicacdo de vacinas contra carrapatos também € importante para evitar com
que novas mutagdes pontuais em proteinas levem a resisténcia vetorial a novos pes-
ticidas, em decorréncia do uso destes.!"*? No entanto, como ja visto, apesar de va-
rios antigenos proteicos dos carrapatos terem sido testados em ensaios com modelos

(153)

animais, nenhum deles passou por analise in silico refinada e com aplicabilidade

na prote¢cdo do homem a febre maculosa.

2.5 OTIMIZAGAO METODOLOGICA PARA A VACINOLOGIA REVERSA APLICADA
AOS VETORES PARASITIFORMES

As ferramentas de Bioinformética para predigdo antigénica séo voltadas principal-
mente para analises que consideram a relagao dos alvos com moléculas de MHC e
anticorpos de humanos e camundongos. Nos ultimos anos, alelos de outros animais
foram incluidos em possiveis avaliagbes in silico e a disponibilidade de milhares de
novas sequéncias proteicas de hospedeiros ja depositadas nos bancos de dados per-
mite executarmos avaliagdes mais precisas de deteccao de antigenos de parasitos
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passiveis de causar autoimunidade. Ademais, alvos similares a sequéncias de bac-
térias benéficas ao individuo sugerem certa cautela quanto a eventualidade do apa-
recimento de resposta cruzada que leve a disbiose indevida e ao comprometimento
neuroimunolégico, assim como os antibiéticos podem provocar.(154’ 195)

Muitos transcriptomas de artropodes disponibilizados ao publico cientifico como
dados exploratoérios divergem-se quanto ao conteludo, a qualidade e a completude de
sequéncias dos transcritos em decorréncia de diversos fatores, a citar, o nivel de de-
gradacao amostral e o método empregado para a extragao de nucleotideos que podem
levar a perda de sequéncias.“%) Para se ter uma ideia, a quantidade de segmentos de
transcritos previamente montados a partir dos transcriptomas de carrapatos de FMA
varia entre 2 a 67 mil (Tabela 2).

Essa diferenga pode refletir drasticamente no rendimento final de antigenos pros-
pectados por vacinologia reversa. Além disso, ainda raramente é empregada a com-
binacdo de dados émicos com diversos programas de montagem de transcriptomas —
que adotem comprimentos de k-mers também distintos — para elevar o rendimento de
sequéncias em um mesmo estudo, principalmente em se tratando de trabalhos com
artrépodes.(84) Assim, esta pesquisa propds adotar tal combinacao, a fim de eviden-
ciar o grande repertdrio antigénico que os vetores e os agentes causadores de FMA
possuem, cujos peptideos prospectados poderdao ser usados na formacédo de novas
vacinas mais efetivas, porém direcionadas ao uso humano.
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3 OBJETIVOS

3.1 PRINCIPAL

Prospectar os candidatos proteicos antigénicos naturalmente expressos nas glan-
dulas salivares e/ou no intestino dos principais vetores e nos agentes causadores de
FMA, existentes na membrana ou liberados ao meio extracelular.

3.2 ESPECIFICOS

I. Avaliar o rendimento dos alvos com a estratégia empregada;

Il. Indicar novas proteinas antigénicas potenciais para impactar negativamente a
transmissibilidade dos agentes ou a hematofagia dos vetores de FMA;

lll. Indicar novas proteinas antigénicas potenciais para impactar negativamente a
infeccdo ou a sobrevivéncia dos agentes de FMA;

IV. Inferir a possibilidade dessas proteinas antigénicas em gerar resposta imune
indevida contra bactérias que estao presentes no intestino humano e sdo benéficas ao
homem.
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4 MATERIAIS E METODOS

A procura de candidatos vacinais se deu a partir da busca por dados disponiveis
sobre transcriptomas e proteomas das espécies relacionadas na secao BioProject do
sitio do NCBI (National Center for Biotechnology Information). Foram usadas ferra-
mentas de Bioinformatica desenvolvidas por outros autores e a combinacéao de pi-
pelines de montagem de transcriptomas, adaptados e criados pelo nosso grupo de
pesquisa em diferentes linguagens de programacao (SHELL, Perl e Python), cujos
detalhes envolvidos estdo descritos a seguir.

41 SELECAO DE DADOS OMICOS

Independente da completude dos dados, foram obtidas sequéncias proteicas pre-
ditas de todos os genomas dos agentes bacterianos e sequéncias nucleotidicas de
todos os transcriptomas dos vetores de FMA até entdo disponiveis na base de dados
do NCBI. Esse banco foi escolhido em decorréncia de seu repertdrio de sequéncias
ser maior e da redundancia ou inexisténcia de genomas e transcriptomas de certas
espécies em outras bases avaliadas, como no EBI (European Bioinformatics Institute
— www.ebi.ac.uk) e no VectorBase (Bioinformatics Resources for Invertebrate Vector
of Human Pathogens — vectorbase.org).

4.1.1 Proteomas bacterianos

Uma vez que as sequéncias proteicas dos genomas bacterianos ja estavam dispo-
niveis ao publico no NCBI, foi possivel obter os proteomas. As informacgdes a respeito
dos mesmos estdo disponiveis na Tabela 1.

Tabela 1 — Proteomas dos agentes clinicamente relevantes para FMA disponi-
veis publicamente no NCBI

Disponibilidade por Nivel minimo Total de Total de
Espécie p, . P ORFs/Proteoma ORFs/Proteoma
pais de origem de montagem . i i i
(Min-Max)* NR (Min-Max)*
EUA (1
. .. R (. 0) . 1343 1343
R. rickettsii Colémbia (1) Cromossémica (1)
. (1308-1384) (1307-1384)
Brasil (1)
EUA (4)
1479 1474
R. parkeri Colébmbia (1 Contig (3
p ,I ) 9 (1310-1561) (1308-1561)
Brasil (1)

R. philipii EUA (1) Completo 1344 1343
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R. africae Etiopia (1) Completo 1041 1041
EUA (2)
P A (1 1390 1377
R. amblyommatis anar’pa @ Contig (2)
Brasil (1) (1086-1949) (1086-1861)

Argentina (1)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: *Representagao dos valores mediano, minimo e maximo, antes e apés (NR) a retirada das
sequéncias proteicas redundantes, representadas como ORFs (Open Reading Frames).
Filtragem realizada com a ferramenta CD-HIT v4.7(157) (identidade > 99%).

4.1.2 Transcriptomas de vetores

A Tabela 2 apresenta algumas estatisticas sobre os transcriptomas dos vetores de
FMA. Foram obtidas todas as sequéncias nucleotidicas ESTs (expressed sequence
fags) e proteicas a partir dos transcriptomas, previamente ja depositadas (Tabelas
3, 4 e 5), além dos arquivos FASTQ para montagem e remontagem. Consideramos
tal necessidade, para garantir a existéncia e enriquecer a diversidade de transcritos
de RNAm, com a descoberta de novos transcritos salivares ou intestinais — também
expressos em outros tecidos — e 0 melhoramento da qualidade do assembly anterior.
Com isto, buscou-se elevar a completude de sequéncia dos transcritos.

Tabela 2 — Transcriptomas dos vetores clinicamente relevantes para FMA disponiveis
publicamente no NCBI

Disponibilidade por Tamanho médio Total de segs. nucl. por

Espécie . L ) )
origem amostral das sequéncias Transcriptoma (Min-Max)*
Gland. salivar (6) 524 nt (6) 210.691 sr (155.620-157.647)
D. andersoni Intestino (26) 214 nt (26) 243.284 sr (188-3.251.411)
Corpo inteiro (41) 76 nt (41) 2.928.587 pr (4.274-7.023.184)
Intestino (1) 441 nt (1) 2.011 EST
Corpo inteiro (66) 412 nt (2) 31.527 EST (22.854-40.200)
75 nt (33) 32.568.890 sr (19.548.217-49.954.837)
272 nt (6) 28.482 sr (5560-56.388)
D. variabilis 76 nt (24) 1.780.566 pr (1.513.053-6.972.796)
101 nt (1) 258.114.923 pr
Pernas (2) 100 nt (2) 71.578.887 pr (52.979.795-90.177.979)
Orgao de Haller (32) 100 nt (32) 10.561.406 sr (8.992.308-14.098.195)
Singanglio (2) 189 nt (2) 266.068 sr (62.730-469.406)
Sist. reprod. masc (1) 234 nt (1) 25.056 EST
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418 nt (1) 222 EST
Gland. salivar (25) 125 nt (20) 11.977.956 sr (8.747.488-144.765.839)
, 92 nt (4) 54.840.602 pr (48.835.654-58.728.234)
R. sanguineus
1078 nt (1) 67.007 EST
Corpo Inteiro (30) 251 nt (1) 15.566.986 sr
76 nt (28) 1.972.657 pr (1.648.099-2.468.882)
Gland. salivar (35) 748 nt (2) 38.568 EST (4.850-72.286)
534 nt (1) 1.626.969 sr
A. maculatum
127 nt (32) 28.999.481 pr (12.884.746-59.530.329)
Ovario (8) 124 nt (8) 30.362.420 pr (24.083.482-39.728.162)
598 nt (1) 9131 EST
584 nt (1) 3139 EST
Gland. salivar (9) 100 nt (4) 47.117.351 sr (25.095.072-53.124.914)
100 nt (3) 86.616 pr (67.277-179.494)
A. americanum Intestino (3) 100 nt (3) 61.002 pr (40.713-81.897)
100 nt (16) 795.577 pr (50.887-1.922.401)
Corpo inteiro (76) 529 nt (2) 13.257 EST (11.557-14.958)
101 nt (6) 35.489.796 sr (28.403.332-39.445.131)
76 nt (52) 1.988.882 pr (1.357.386-6.205.553)
A. parvum Gland. salivar (2) g28 nt (1) 2838 EST
394 nt (1) 243.819 sr
A. triste Gland. salivar (6) 913 nt (1) 8098 EST
399 nt (5) 230.483 sr (187.972-296.996)
, Gland. salivar (1) 581 nt (1) 3992 EST
A. variegatum K )
Gland. sal./intest. (1) 508 nt (1) 745 EST
Gland. salivar (2) 101 nt (2) 55.161.139 sr (50.475.296-54.846.982)
A. aureolatum Gland. sal./intest. (1) 804 nt (1) 7999 EST
Intestino (2) 101 nt (2) 66.172.872 pr (45.877.417-86.468.328)
446 nt (1) 1769 EST
A. cajennense s. |. Gland. salivar (6) 388 nt (4) 205.034 sr (180.857-241.190)
795 nt (1) 5770 EST
Gland. salivar (2) 101 nt (2) 66.266.675 sr (55.198.492-77.334.858)
Gland. sal./intest. (1) 1346 nt (1) 4246 EST
A. sculptum Intestino (6) 134 nt (6) 34.365.407 sr (3.617.442-86.829.754)
Intest./Ovério (1) 664 nt (1) 15564 EST
Ovario (2) 180 nt (2) 23.010.340 sr (22.726.084-23.294.597)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: *Representagdo dos valores mediano, minimo e maximo do nimero total de sequéncias nu-
cleotidicas por transcriptoma. nt: nucleotideo; sr: single-end read; pr: paired-end read; EST:
Expressed Sequence Tags. As informacbes correspondem-se na mesma linha. D.: Dermacen-
for; R.: Rhipicephalus; A.: Amblyomma. Espécie indefinida do complexo A. cajennense s. |.
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4.1.2.1 Enriquecimento de transcritos com remontagem por multi k-mer

A Figura 6 resume as etapas envolvidas com a montagem dos transcritos dos ve-
tores. Das sequéncias brutas dos arquivos FASTQ de transcriptomas, foram retirados
segmentos nucleotidicos de primers, adaptadores e barcodes — quando existentes —
usando as ferramentas Trimmomatic v0.39("°® ¢ CutAdapter v3.49 para isto, os
segmentos foram identificados previamente com o programa FastQC v0.11 7199 ¢ a0
obter as sequéncias referéncias completas das bases por meio de consulta as docu-
mentacdes sobre os kits usados nas metodologias de sequenciamento previamente
empregadas e informadas nas respectivas se¢cées do banco de dados do NCBI.

Figura 6 — Etapas de montagem dos transcriptomas das glandulas salivares e do in-
testino de vetores de FMA
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Fonte: Elaborado pelo autor.

As leituras trimadas foram filtradas com o Trimmomatic, considerando o Phred
score > 20 para as bases constitutivas e foram consideradas apenas as reads maio-
res do que 25 nt para a montagem de novo. Leituras paired-end despareadas foram
reunidas como singletons e usadas para complementar a montagem tanto de cada
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amostra sequenciada como da montagem global, etapa em que as sequéncias de
todas as amostras provenientes do mesmo BioProject do NCBI foram usadas conjun-
tamente.

As reads obtidas foram normalizadas entre 3-1000 com o BBMap v38.87,(161

) para
evitar leituras aleatdrias e coberturas incertas, ao mesmo tempo para que a exten-
sao adequada dos transcritos durante a montagem fosse mantida. Apds isto, foram
corrigidos os erros aleatérios de sequenciamento em leituras curtas com o Rcorrec-
tor v1.0.4.%%) Sem realizar novamente as etapas anteriores, a montagem de novo
das leituras de entrada ocorreu adotando a metodologia multi k-mer e multi assembler
definida pelo fluxo de trabalho ORP v2.2.8 (Oyster River Protoco/).(163)

Como nao ha originalmente fluxo de trabalho para montagem de leituras single-
end por meio do ORP, reformulamos seu script para a montagem de transcriptomas
contendo tanto apenas esse tipo de leitura, como também a mescla entre reads paired-
end e single-end (ou singletons), a fim de evitar a perda da montagem de transcritos
pouCO expressos nas amostras sequenciadas. Nesses casos, para avaliar estatistica-
mente e também direcionar os transcritos alinhados pelas leituras single-end a etapa
de identificacdo de sequéncias homdlogas montadas, a passagem pela ferramenta
TransRate v1.0.3(1%*
EVAL v1.8.(1%%)

As leituras de entrada das amostras sequenciadas de um determinado BioProject
do NCBI foram reunidas, normalizadas nas mesmas condicdes € novamente foi re-
alizada a montagem via ORP, agora de forma global. Apé6s prontas as montagens
amostrais e global, todos os transcritos gerados foram reunidos, pareados, estendi-
dos conforme a existéncia de sequéncias conectivas e foram retirados, antes e apos
esta etapa, transcritos redundantes preferencialmente menores, por meio do script
MegaBLAST-CAP3, que combina o uso das ferramentas CD-HIT v4.7(1%7) (identidade
> 98%), BLAST+ v2.7.1%®) na funcdo megablast e CAP3 v2015.10.02 (identidade
> 95%, tamanho de banda expandida > 23 nt e comprimento maximo de gap de 9
nt).(167)

Os transcritos gerados até entao foram reunidos aqueles diretamente provenien-
tes de outros BioProjects e aos ESTs, todos da mesma espécie de carrapato. Foram
novamente processados pelo script MegaBLAST-CAP3 e as sequéncias finais obtidas
foram consideradas como referéncia para o alinhamento de leituras dos transcripto-
mas. Ao alinhar, de forma né&o aleatéria, apenas as leituras provenientes de amostras
de glandula salivar e intestino dos respectivos vetores por meio de outro script — o qual
faz uso das ferramentas Salmon v0.13.11%® ¢ RSEM-EVAL usando o alinhador Bow-
tie 2 v2.4.5 —,(169) foram selecionados os transcritos de referéncia expressos nesses
respectivos sitios. Isto é importante para a descoberta de transcritos do trato diges-
tério do invertebrado, que dardo origem a potenciais inibidores da resposta imune do

) foi substituida no fluxo do ORP pelo uso da ferramenta RSEM-
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vertebrado, a proteinas promovedoras da infecgao riquetsiana e outras que talvez be-
neficiem o vetor quanto a alimentagdo sanguinea.

4.2 PREDIGAO DE SEQUENCIAS PROTEICAS

As ESTs depositadas no NCBI e provenientes de amostras sequenciadas de glan-
dulas salivares e intestino de vetores de FMA foram reunidas aos transcritos de refe-
réncia desses mesmos tecidos e novamente as sequéncias redundantes preferencial-
mente menores foram retiradas. Nas sequéncias resultantes, foram preditas as possi-
veis fases de leitura abertas (ORFs) ja traduzidas em sequéncias proteicas, usando a
ferramenta TransDecoder v5.5.!17%

A predicao foi otimizada por esta ferramenta a partir das anotagdes das ORFs re-
alizadas com BLAST+ (Blastp) e HMMER v3.2.1“71), ao parea-las as proteinas dos
bancos de dados depositados no NCBI (Pfam, NR completo, KOG, COG, TIGR, PRK,
CDD, SMART, SwissProt e UniProt), no Gene Ontology (GO-SeqDB) e no EBI (ME-
ROPS e Pfam em modelo oculto de Markov), além do banco TickSialoFam.!"? Ao
final, as sequéncias proteicas redundantes preferencialmente menores também foram
retiradas com o CD-HIT (identidade > 96,5%, pois observamos que valor menor do
que este pode eliminar sequéncias proteicas que aparentemente ndo sdo as mesmas
ou isoformas com muitas posicoes de aminodacidos variaveis).

4.3 SELECAO DE SEQUENCIAS PROTEICAS NAO HOMOLOGAS AO HOSPE-
DEIRO E AO MODELO ANIMAL

A fim de evitar a selecdo de antigenos proteicos passiveis de causar autoimuni-
dade, foram retiradas as sequéncias proteicas homaélogas (com alta similaridade) en-
tre agente ou vetor de FMA e hospedeiro humano, usando todas as sequéncias pro-
teicas humanas nédo redundantes depositadas no NCBI para efeito de comparagéo,
empregando o OrthoFinder v2.2.1." Além disso, como futuramente os antigenos
podem ser testados em camundongos, também foram removidas, da mesma forma,
as sequéncias homdélogas entre agente ou vetor e camundongo.

4.4 PREDIGAO DA LOCALIZAGAO DAS PROTEINAS CELULARES

Uma vez que antigenos extracelulares ou de membrana podem ser expostos mais
facilmente as células do sistema imune do hospedeiro vertebrado, as sequéncias pro-
teicas foram classificadas conforme a possibilidade de estarem ou nédo localizadas
em um determinado compartimento celular. Esta predicéo foi efetuada pelo programa
DeeplLoc v2.0, usando o modelo ESM1b. Este programa faz uso de redes neurais,
é especifico para sequéncias eucaridticas e tende a ser mais acurado para a detec-
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cao de sequéncias extracelulares ou de membrana comparado a outras ferramentas
existentes, como YLoc+, WoLF PSORT e SignalP.('"%

Da mesma forma, foram classificadas as sequéncias riquetsianas, porém com a
ferramenta SurfG+. Esta ferramenta é especifica para proteinas procariéticas, é ca-
paz de classificar proteinas potencialmente expostas ao meio extracelular, além das
secretadas e de membrana.'”® Foram selecionadas apenas as sequéncias proteicas
dessas localidades para a avaliacao da antigenicidade.

4.5 PREDICAO DA ANTIGENICIDADE

As sequéncias proteicas dos agentes de FMA possivelmente antigénicas foram
identificadas com o programa Vaxign v2.0, usando a fungdo dynamic e probabilidade
de adesao > 0,51. Este programa é especifico para sequéncias procariéticas e tende
a ser mais acurado que a versao anterior, em decorréncia de seu método baseado em
aprendizagem de méquina.me)

Ja as proteinas de carrapatos possivelmente antigénicas foram identificadas com
o VaxiJen v2.01'""" e com o Vaxi-DL,(178) adotando probabilidade da sequéncia ser
antigénica (antigenicidade) > 0,5 e modelo eucaridtico que fornecesse a maior sensi-
bilidade de deteccao de sequéncias proteicas de carrapatos sabidamente antigénicas,
ja estudadas como candidatos vacinais e algumas das quais inclusive ja foram paten-
teadas. Para a escolha do melhor modelo, as sequéncias antigénicas foram obtidas
do banco de dados do NCBI, com base nas informagdes presentes nos trabalhos de
Tabor (2018),(179) Lew-Tabor & Valle (2016)(141) e Nuttall et al. (2006),(132) e a antige-
nicidade das mesmas foi determinada em cada modelo (Figura 9).

4.6 EXCLUSAO DE PROTEINAS DO MICROBIOMA DO VETOR E DO HOSPE-
DEIRO REPASTADO

Sequéncias possivelmente antigénicas mas provenientes de microrganismos, de
simbiontes ou residuais que n&o fazem parte do transcriptoma do carrapato, como
sequéncias de plantas e de hospedeiros que sofreram o repasto sanguineo pelo ve-
tor, foram identificadas com o GhostKOALA v2.2('®8) ¢ descartadas. Sequéncias que
nao puderam ser identificadas com esta ferramenta foram, de forma manual, classifi-
cadas taxonomicamente usando o realinhamento contra sequéncias do banco UniProt
v2022.02!"8") ¢ descartadas caso fosse concluido nao pertencerem ao transcriptoma
do artropode em questao.
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4.7 SELECAO POR HOMOLOGIA DE ANTIGENOS PROTEICOS SALIVARES E IN-
TESTINAIS DO D. VARIABILIS

Conforme descrito na Tabela 2, ndo ha transcriptomas de glandula salivar e de in-
testino de D. variabilis depositados em banco de dados publico que permitam avaliar o
realinhamento e a expressao dos transcritos gerados. A partir de candidatos proteicos
vacinais passiveis de serem obtidos desses sitios, conforme avaliados nas demais
espécies de vetores, foi possivel determinar, por homologia de sequéncia usando o
OrthoFinder, os candidatos possivelmente expressos nesses érgaos do D. variabilis,
conforme metodologia realizada anteriormente com sucesso pelo nosso grupo de pes-
quisa, para a deteccao de sequéncias de Lutzomyia longipalpis homélogas ao Phle-
botomus papatasi.“sz)

Os candidatos homologos foram reunidos as poucas sequéncias proteicas supos-
tamente antigénicas e decorrentes da predi¢do das ORFs dos transcritos de amostra
intestinal de D. variabilis. Sequéncias redundantes preferencialmente menores foram
descartadas com o CD-HIT.

4.8 DETERMINACAO DE PROTEINAS ORTOLOGAS AQUELAS DE BACTERIAS
BENEFICAS AO HOSPEDEIRO E PRESENTES NO INTESTINO HUMANO

Algumas proteinas do agente ou vetor podem possuir alta similaridade a outras
proteinas provenientes de outras bactérias importantes por beneficiar o funcionamento
adequado do intestino humano e por proteger contra infec¢des de outros microrganis-
mos patogénicos. Sendo assim, os candidatos antigénicos foram classificados como
ortélogos ou nao as proteinas dessas bactérias benéficas também com o OrthoFinder,
ao usar os bancos de dados GutFloraDB vi e v2''%* 183184 rateitos como um dnico
novo banco pelo nosso grupo de pesquisa.

Nele, acrescentamos diversas outras bactérias apds revisdo da literatura — tota-
lizando mais de 100 espécies — e retiramos outras, como por ex. Photorhabdus Iu-
minescens e Borrelia burgdorferi, por serem questionaveis quanto ao papel benéfico,
a possibilidade evidente de dano ao intestino humano ou quanto as sequéncias nao
serem realmente pertencentes a espécie/linhagem bacteriana envolvida, mantendo
apenas sequéncias proteicas ndo redundantes intraespecificas (identidade > 95%).
Pretendemos publicar a respeito deste novo banco.

4.9 AVALIACAO DA ESSENCIALIDADE PROTEICA E FATORES DE VIRULENCIA

Os candidatos antigénicos de riquétsias causadoras de FMA foram alinhados com
BLAST+ as proteinas procariéticas provenientes dos bancos DEG v10''8) ¢ VFDB
v2022.06,(186) para a caracterizacdo daquelas proteinas que por ventura sado essen-
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ciais para a sobrevivéncia da bactéria e/ou que podem causar dano ao hospedeiro
vertebrado, considerando os parametros padrées sugeridos nas respectivas platafor-
mas online. Ja as sequéncias proteicas dos vetores foram comparadas apenas as
proteinas essenciais de artrépodes disponiveis no DEG.

4.10 AVALIAGCAO DA ALERGENICIDADE DOS ANTIGENOS

Certos antigenos, tanto de animais como de algumas bactérias conhecidas, podem
provocar reacdes alérgicas no hospedeiro vertebrado. Sendo assim, os candidatos an-
tigénicos dos agentes e dos vetores de FMA foram avaliados quanto a alergenicidade
pelo AllerTOP v2.0"% g a0 compara-los aos alérgenos do banco de dados AllerBase
v2022.03.08.%8)

No entanto, foi observado que nem todas as sequéncias de alérgenos rotulados
neste banco mas lincadas as plataformas AIIergen”SQ) e/ou AIIergome“gO) estavam
depositadas de fato no AllerBase. Em vista disso, as sequéncias proteicas homdlogas
foram analisadas localmente, usando o OrthoFinder. O banco completo de sequén-
cias alergénicas foi definido ap6s explorar manualmente o portal web para obté-las via
cURL v7.63,(191) sendo que o numero total de alérgenos de animais obtido foi maior do
que os 1013 contabilizados na plataforma do AllerBase (http://bioinfo.unipune.ac.in/Aller
Base/HTML/Statistics.html), mesmo apds a retirada de redundantes com o CD-HIT.
Vale ressaltar que alérgenos sem sequéncias proteicas definidas, mas cujas sequén-
cias nucleotidicas estavam presentes e completas, tiveram suas sequéncias de ami-
noacidos preditas pelo TransDecoder.
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5 RESULTADOS

O namero de antigenos preditos esta intimamente ligado a disponibilidade de sequén-
cias proteicas. Uma vez preditas a partir das sequéncias nucleotidicas, a quantidade
de antigenos descobertos também dependera do numero de transcritos montados,
com qualidade adequada para as analises seguintes.

5.1 RENDIMENTO DE TRANSCRITOS PARA A PROCURA DE ANTIGENOS

Apéds a montagem multi-kmer, foram obtidos de 6402 (referéncia global de A. par-
vum) a 1.220.548 (ref. global de D. variabilis) transcritos representativos nos vetores
de FMA. Destes transcritos, foi observada a presenca de 4910 (A. parvum) a 704.520
(R. sanguineus) em glandulas salivares ou intestino (Figura 7). Diante da existén-
cia de transcritos depositados no NCBI por outros pesquisadores, a maior perda de
representacao antigénica pode ter ocorrido para A. cajennense s. I. (< 3,5 %).

Por outro lado, a menor representagcédo de transcritos codificantes nas glandulas
salivares ou intestino é da espécie A. variegatum, com 1650 (Figura 8), enquanto que
a maior representacao nesses sitios é também devida ao R. sanguineus. Sendo o total
de transcritos codificantes de D. variabilis proximo ao numero de codificantes salivares
ou intestinais de R. sanguineus e A. sculptum, é possivel que a perda de proteinas
antigénicas homélogas ndo comparadas entre os vetores tenha sido discreta.

Figura 7 — Freq. absoluta de transcritos ndo redundantes de vetores de FMA disponi-
veis no NCBI e formados apds a montagem de novo
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Nota: Conforme visto na Tabela 2, alguns transcriptomas depositados no NCBI possuem, além de leitu-
ras brutas, transcritos pré-montados (barras amarelas). Dentre estes, podem haver sequéncias
ESTs. Pela remontagem de novo, foi possivel representar aprox. até 100 vezes mais transcritos,
seja apenas nas glandulas salivares (GS) ou no intestino (INT) dos vetores (barras verdes), seja
em outros sitios investigados ou considerando alguma fracdo de transcritos montados de forma
imprecisa (barras cinzas). Além disso, é evidente como a remontagem promoveu redugéo de
transcritos novos e pré-montados de A. americanum e A. variegatum, por juncao de sequéncias
(RJS) parciais (tracado em verde). Para efeito de comparagao, muitas sequéncias de RNA de
outros autores depositadas na sec¢ao de nucleotideos do NCBI e que ndo sdo redundantes aos
transcritos pré-montados mencionados podem ter sido representadas ap6s a remontagem (avali-
acao nao realizada). A perda maxima de representatividade dessas sequéncias ndao amostradas
foi calculada em porcentagem (barras vermelhas).

Figura 8 — Distribuicdo de transcritos codificantes e ndo codificantes nas glandulas
salivares ou intestino dos vetores de FMA
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: *CDS: sequéncia determinante de codificacao; GS: glandula salivar; INT: intestino; total: trans-
critos de todos os sitios disponiveis.

5.2 MODELO EUCARIOTICO PROPOSTO PARA A AVALIACAO DE ANTIGENICI-
DADE EM SEQUENCIAS DE CARRAPATOS

De 248 proteinas sabidamente conhecidas como antigenos de carrapatos (princi-
palmente de R. microplus), 96,8% foram classificadas corretamente como antigenos
pela combinacdo dos modelos eucarioticos de predicdo antigénica para parasitos (do
Vaxiden) e para protozoarios (do Vaxi-DL, Figura 9). Foram considerados possiveis
antigenos as sequéncias proteicas de vetores que tiveram positividade em pelo me-
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nos um desses modelos.

Figura 9 — Sensibilidade de deteccao de antigenos de vetores (controle positivo) por
modelos eucariéticos do VaxiJen e do Vaxi-DL
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: *VJ: Vaxiden; VDL: Vaxi-DL; P: Parasitos ou Protozoérios; F: Fungos; T: Tumores; Ou: Posi-
tividade em pelo menos um dos modelos, sendo considerado o maior valor de probabilidade;
Média +: média aritmética simples das probabilidades entre dois modelos. A direita, os valores
de sensibilidade estao representados em porcentagem. Probabilidade adotada para a sequéncia
proteica ser antigénica: > 0,5.

5.3 REPERTORIO DE ANTIGENOS EXPOSTOS AO MEIO EXTRACELULAR PARA
OS VETORES PARASITIFORMES

Apesar da maior prevaléncia de transcritos codificantes salivares/intestinais ter sido
de R. sanguineus, o maior nimero encontrado de sequéncias proteicas preditas de
transcriptomas desses sitios e que estdo depositadas no NCBI foi de A. americanum
(Tabela 3), sendo em cerca de 5 vezes maior que o numero de ORFs nao redundan-
tes preditas da mesma espécie apds a remontagem de novo. Para a representacao
proteica das outras espécies de carrapatos, ocorre o contrario. O numero de ORFs
preditas foi sempre maior (Tabelas 3, 4 e 5) e ndo foram encontradas sequéncias pep-
tidicas preditas a partir de transcriptomas de D. andersoni e D. variabilis depositados
no NCBI.
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Tabela 3 — Selecdo das sequéncias proteicas salivares/intestinais de vetores de
R. rickettsii (Américas do Norte e Central) por vacinologia reversa

Etapas D. D. R. A. A.
sequenciais andersoni variabilis sanguineus americanum parvum
34.481 305.618 206.874 46.271 4125

1) Sequéncias proteicas iniciais

+ + + +
(ORFs + FAA-NCBI)
0 0 32.412 235.115 2838
~ 26.744 190.123 168.926 203.927 4199
2) Nao redundantes
(77,6%) (62,2%) (70,6%) (72,5%) (60,3%)
3) Nao homélogas as proteinas 19.355 173.414 154.576 192.263 1732
dos hospedeiros (56,1%) (56,7%) (64,6%) (68,3%) (24,9%)
4) Extracelulares ou na memb. 5321 36.775 16.344 41.666 861
plasmatica (15,4%) (12,0%) (6,8%) (14,8%) (12,4%)
oA 3965 28.050 12.423 32.063 700
5) Antigénicas
(11,5%) (9,2%) (5,2%) (11,4%) (10,0%)
. 2762 8716 10.070 17.641 537
6) Proprias do vetor
(8,0%) (2,8%) (4,2%) (6,3%) (7,7%)
7) Salivares ou intestinais 2762 7536 10.070 17.641 537
(final) (8,0%) (2,5%) (4,2%) (6,3%) (7,7%)
8.1) Identificadas como 124 281 237 181 12
essenciais para o vetor (0,4%) (0,1%) (0,1%) (0,1%) (0,2%)
8.2) Ortblogas as prots. das 158 328 254 232 5
bactérias benéficas ao homem (0,5%) (0,1%) (0,1%) (0,08%) (0,07%)
8.3) Alergenicidade positiva 552 1392 1537 4310 112
(AllerTOP) (1,6%) (0,4%) (0,6%) (1,5%) (1,6%)
8.4) Homdlogas a alérgenos 102 155 182 110 12
(AllerBase) (0,3%) (0,05%) (0,08%) (0,04%) (0,2%)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: *ORFs + FAA-NCBI: numero de fases de leitura abertas somado ao numero de sequéncias
proteicas preditas previamente de transcriptomas pré-montados e depositadas no NCBI,
em formato FASTA.

Apesar disso, ndo ocorreu menor representacado antigénica para essas duas es-
pécies, cujo menor numero foi da representacdo do A. variegatum. O rendimento
antigénico final com o método de vacinologia reversa aplicado ficou entre 2,5 a 10,4%
do total de sequéncias proteicas, o que representa milhares de possiveis antigenos
nas glandulas salivares ou intestino dos carrapatos transmissores de FMA.

Menos de 5% destes alvos apresentaram ortologia a alguma proteina de bacté-
ria benéfica ao trato gastrointestinal humano ou a algum alérgeno ja conhecido. Ja os
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resultados da ferramenta AllerTOP evidenciaram que aproximadamente 15 a 25% des-
ses alvos podem possuir algum motivo de caracteristica alergénica e a atencao aos
mesmos € necessaria futuramente durante a analise dos epitopos nessas sequéncias.

Tabela 4 — Selecdo das sequéncias proteicas saliva-
res/intestinais de vetores de R. rickettsii
(América do Sul) por vacinologia reversa.

Etapas A. A. A.
sequenciais aureolatum cajennense s. l. sculptum
. . L 51.185 8701 130.970
1) Sequéncias proteicas iniciais . . R
(ORFs + FAA-NCBI)
7983 5770 4233
40.67 7822 114.841
2) Nao redundantes 0.670 8 8
(68,7%) (54,0%) (84,9%)
3) Nao homélogas as proteinas 30.903 4298 103.226
dos hospedeiros (52,2%) (29,7%) (76,3%)
4) Extracelulares ou na memb. 8081 2409 13.565
plasmatica (13,7%) (16,6%) (10,0%)
C oA 6098 1706 10.067
5) Antigénicas
(10,3%) (11,8%) (7,4%)
47 1322 7481
6) Préprias do vetor 00 8 8
(7,9%) (9,1%) (5,5%)
7) Salivares ou intestinais 4700 1322 7481
(final) (7,9%) (9,1%) (5,5%)
8.1) Identificadas como 173 23 221
essenciais para o vetor (0,3%) (0,2%) (0,2%)
8.2) Ortblogas as prots. das 168 14 315
bactérias benéficas ao homem (0,3%) (0,1%) (0,2%)
8.3) Alergenicidade positiva 888 280 1485
(AllerTOP) (1,5%) (1,9%) (1,1%)
8.4) Homologas a alérgenos 121 35 159
(AllerBase) (0,2%) (0,2%) (0,1%)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: *ORFs + FAA-NCBI: numero de fases de leitura abertas somado ao
namero de sequéncias proteicas preditas previamente de transcripto-
mas pré-montados e depositadas no NCBI, em formato FASTA.
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Tabela 5 — Selecdo das sequéncias proteicas saliva-
res/intestinais de vetores de R. parkeri por
vacinologia reversa

Etapas A. A. A.
sequenciais maculatum  triste variegatum
A . L 109.904 11.084 1652
1) Sequéncias proteicas iniciais . N R
(ORFs + FAA-NCBI)
4849 8098 753
76.133 10.839 1661

2) Nao redundantes
(66,3%) (56,5%) (69,1%)

3) Nao homélogas as proteinas 62.867 5999 674
dos hospedeiros (54,8%) (31,3%) (28,0%)
4) Extracelulares ou na memb. 15.945 3320 271
plasmatica (13,9%) (17,3%) (11,3%)
11.979 2626 233

5) Antigénicas
(10,4%) (13,7%) (9,7%)

8684 1991 175

6) Proprias do vetor
(7,6%) (10,4%) (7,3%)

7) Salivares ou intestinais 8684 1991 175
(final) (7,6%) (10,4%) (7,3%)
8.1) Identificadas como 307 31 7
essenciais para o vetor (0,3%) (0,2%) (0,3%)
8.2) Ortdlogas as prots. das 284 25 0
bactérias benéficas ao homem (0,2%) (0,1%) (0%)
8.3) Alergenicidade positiva 1484 372 44
(AllerTOP) (1,3%) (1,9%) (1,8%)
8.4) Homélogas a alérgenos 102 32 10
(AllerBase) (0,09%) (0,2%) (0,4%)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: *ORFs + FAA-NCBI: niUmero de fases de leitura abertas somado
ao numero de sequéncias proteicas preditas previamente de
transcriptomas pré-montados e depositadas no NCBI, em for-
mato FASTA.

Diante da grande quantidade de candidatos antigénicos dos carrapatos transmis-
sores de FMA, ainda foi possivel encontrar centenas de antigenos salivares/intestinais
conservados entre as espécies (Figura 10), subdivididos em 29 grupos ortélogos. Em
virtude da baixa quantidade de sequéncias proteicas representativas do A. variegatum,
foram encontrados apenas 61 antigenos conservados deste vetor.
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Em torno de 10.000 sequéncias preditas como antigénicas de A. americanum pa-
recem ser exclusivas desta espécie. Mais de 95% delas s&o sequéncias proteicas
previamente preditas dos transcriptomas, que estao depositadas no NCBI. Apesar da
grande quantidade de antigenos preditos, essa espécie ndo foi a que possuiu a maior
quantidade de antigenos conservados. Em contrapartida, a selegcao por homologia de
proteinas antigénicas para a definicdo de candidatos salivares/intestinais do D. varia-
bilis permitiu detectar 314 sequéncias antigénicas conservadas deste vetor, valor um
pouco maior do que a quantidade média de antigenos conservados entre todas as
espécies (293,5).

Figura 10 — Diagrama de Venn das sequéncias proteicas antigénicas de glandula sali-
var ou intestino dos vetores de FMA, expostas ao meio extracelular
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: *Core: grupos ortdlogos de sequéncias antigénicas comuns entre todas as espécies envolvidas.
O numero de grupos ortélogos esta sublinhado. As setas indicam as sequéncias homélogas da
respectiva espécie. Um Unico grupo ortélogo pode possuir pelo menos 1 sequéncia de cada es-
pécie envolvida. Demais nimeros designam as sequéncias antigénicas Unicas de cada espécie.
N&o ha antigenos de simbiontes retratados aqui.

Dentre as sequéncias conservadas que compdem 0s grupos ortdlogos entre todas
as espécies, as sequéncias de proteinas conhecidas e relacionadas a receptores de
LDL, ricas em glicina ou contendo dominio de repeticdo de papa usualmente apre-
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sentaram as maiores probabilidades antigénicas (Tabela 6). Nesta mesma classifica-
¢ao, também foram encontradas sequéncias de proteinas hipotéticas e sem fungéao
definida. Destas, algumas sequéncias ja foram descobertas previamente e até 8 no-
vas sequéncias proteicas por espécie sao desconhecidas. Além disso, é interessante
destacar que nenhum grupo ortdlogo apresentou sequéncia com alta similaridade as
proteinas de bactérias benéficas ao trato gastrointestinal humanao.

Tabela 6 — Core de sequéncias salivares/intestinais dos vetores de FMA com proba-
bilidade antigénica média entre Vaxiden e Vaxi-DL > 0,9

Grupo de antigenos N° de Bact. benéf
P g sequéncias LC SP E A com prot.
conservados ,
por vetor ortéloga
Prots. relacionadas a 112
t d 0 (D. and ,
r.ecep ore}zs e | ( ' andersoni Ext. )+ 4(T) ] )
lipoproteina de baixa A. cajennense s. |.,
densidade (LDL, indef.) A. variegatum)
Prots. i
rots. qo cemento ricas 1.5 Ext. . ) J4(2) )
em glicina
3-12
0 (D. andersoni,
Prots. da parede celular
| par D. variabilis, Ext. + L @) :
ricas em glicina
A. parvum,

A. variegatum)

Prot. semelhante a

. 2 (R. sanguineus) Ext. + - - -
ctenidina 3

2 (D. andersoni,

Prots. secretadas D. variabilis,
o L R. sanguineus, Ext. -/+(1) - -/+(1) -
ricas em glicina (indef.)

A. parvum,

A. variegatum)

Prot. secretada 75-like 1 (A. aureolatum,

. o Ext. - - - -
rica em histidina A. sculptum)
1-8 (A. americanum,
A. parvum,
Prots. de repeticao de p
A. aureolatum, Ext. + - -/+(1) -
PAPA secretadas ,
A. cajennense s. |.,
A. sculptum)

1-3 (R. sanguineus,
A. cajennense s. |., Ext. + - -/+(1) -
A. variegatum)

Prots. associadas a
glandula salivar
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Metaloprotease salivar

, 1 (D. variabilis) Ext. + - -(1)/+
de carrapato (indef.)
1-3 (A. parvum,
Peptideos (A-p
A. aureolatum,
secretados de .
A . A. cajennense, Ext. + - -
glandula salivar
(indef) A. sculptum,
' A. triste)
2-10
0 (D. andersoni,
Prots. putatlyas D. var/apllls, Ext. . ) J+(3)
secretadas (indef.) R. sanguineus,
A. maculatum,
A. variegatum)
1-2 (D. variabilis,
Prot. de lébulo 6tico A. americanum,
. . Ext. + -/+(1) -
terrivelmente reduzido A. sculptum,
A. triste)
Prots. d b 3-4 (A. ! )
rots. de mem rana ( ' americanum Ext. . ) J4(3)
conservadas (indef.) A. cajennense s. |.)
R.eceptor.de 1 (A. cajennense s. |, Ext. . e e
vitelogenina A. aureolatum)
A
lutotransportador 1 (A. parvum) Ext. N ) N
(indef.)
Nucleoporin 62-like 1 (A. parvum) Ext. + - +
1-7 (A. sculptum,
Receptores de ( P Ext./
. : A. maculatum, -(3)/+ -
lipoforinas , Memb. (1)
A. triste)
Muci Ih
ucina semelhante 1 (A. maculatum) Ext. + - -
a68de 22
Inlbldor,e.s de peptidase 1-2 (A. sculptum, Ext./ A+ (1) )
da familia 18 A. maculatum) Memb. (1)
Inibi
nlblldorles de protease 7 (A. americanum) Ext. + - -
Kunitz-like
Prots. contendo dominio 1-2 (A. americanum,
i Ext. + - -/+(2)
de peptidase M12B A. aureolatum)
Colageno alfa-1 do tipo IlI 1 (D. andersoni) Ext. + - +
Prots. lhantes &
rols. semeinantes a 7 (R.sanguineus) Ext. + - +

elastina
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Prots. associadas a

1 (D. andersoni,

. . . Ext. + - -
queratina 19-2-like R. sanguineus)
1-2 (D. andersoni,
Prots. de proteoglicano D. variapi/is, Ext. N (1) )
de sulfato de heparan R. sanguineus,
A. sculptum)
Prots. ini
rOFS c?ntendc? fjom|n|o 2 (R. sanguineus) Ext. + - -
de ligagao a quitina
Prot. d ticul I .
rot. da ,Cu oufa puipar 1 (R. sanguineus) Ext. + - -
Edg-91-like
Prots. semelhantes a 1-2 (D. andersoni,
o Ext. + - -/+(1)
Pygopus D. variabilis)
Prots. semelhantes a 1-2 (D. andersoni,
o o Ext. + - -(1)/+
Prisilkina 39 D. variabilis)
Prot. Ih
rot. semelhante ao 1 (A. americanum) Ext. + - -
fator glandular da seda 1
Subunidade do complexo
de compensacao de 1 (A. aureolatum) Ext. + - -
dosagem mle-like
Prot. ini
rot. contendo dominio 1 (R. sanguineus) Ext. + - +
semelhante a SVWC
1-13
Prots. ar\otadas.nao 0 (A. pérvum, Ext. N ) 4y
caracterizadas (indef.) A. triste,
A. variegatum)
1-18
0 (A. parvum,
Prots. anotadas (, P Ext./
. ) A. cajennense s.l., -(1)/+ - -
hipotéticas (indef.) Memb. (1)
A. sculptum,
A. maculatum)
1-8
Prots. ndo anotadas 0 (D. andersoni,
( : Ext. + +(1) +(3)

desconhecidas (indef.)

D. variabilis,
A. variegatum)

Fonte: Elaborado pelo autor.



Capitulo 5. Resultados 55

Nota: Prots: proteinas; LC: localizagdo celular; Ext.: extracelular; SP: presenca de peptideo sinal;
E: essencialidade; A: alergenicidade indicada pelo AllerTOP; 0 (): espécies que nao possuem
sequéncias nos grupos conservados com probabilidade antigénica > 0,9. Considerando tal
ponto de corte, entre parénteses apds valor numérico em negrito, estdo as espécies detentoras
das respectivas sequéncias proteicas antigénicas. Estas fazem parte dos grupos ortdlogos
também compostos por outras sequéncias (mencionadas ou ndo nesta tabela), das demais
espécies a formar o core (Figura 10).

5.4 REPERTORIO DE ANTIGENOS EXPOSTOS AO MEIO EXTRACELULAR PARA
OS AGENTES

Em relacao as riquétsias de FMA, o rendimento antigénico final com o método de
vacinologia reversa especifico para predicdo em procariotos ficou apenas entre 2,6
a 3,6%, o equivalente a aproximadamente 40 antigenos (Tabela 7). Entre 14 a 27%
destes corresponderam a sequéncias de proteinas essenciais para a bactéria, valo-
res proximos a quantidade de sequéncias relacionadas a fatores de viruléncia e a
quantidade de sequéncias ortdlogas a proteinas de bactérias benéficas para o trato
gastrointestinal humano. Nenhuma sequéncia antigénica possuiu homologia a alérge-
nos, apesar de 23 a 27% delas poderem possuir motivos alergénicos de acordo com
o AllerTOP.

Tabela 7 — Selecao das sequéncias proteicas dos agentes de FMA por va-
cinologia reversa

Etapas R. R. R. R. R.
sequenciais rickettsii parkeri philipii africae amblyommatis
] N . ~
) Sequencias proteicas nao 1343 1474 1343 1041 1377
redundantes
2) Sequéncias comuns entre 1181 1166 1343 1041 970
linhagens da mesma espécie (87,9%) (79,1%) (100%) (100%) (70,4%)
3) Nao homélogas as proteinas 864 846 927 932 700
dos hospedeiros (64,3%) (57,4%) (69,0%) (89,5%) (50,8%)
4) Extracelulares ou na memb. 256 254 265 260 207
plasmatica (19,1%) (17,2%) (19,7%) (25,0%) (15,0%)
oA 48 42 47 44 36
5) Antigénicas
(3,6%) (2,8%) (3,5%) (4,2%) (2,6%)
- 13 10 11 12 5
6.1) Essenciais para o agente
(1,0%) (0,7%)  (0,8%)  (1,1%) (0,4%)
12 12 12 10 9

6.2) Fatores de viruléncia
(0,9%) (0,8%)  (0,9%)  (1,0%) (0,6%)




Capitulo 5. Resultados 56

6.3) Fatores de viruléncia 6 1 1 2 0
essenciais para o agente (0,5%) (0,1%) (0,1%) (0,2%) (0%)
6.4) Ortblogas as prots. das 15 12 13 14 8
bactérias benéficas ao homem (1,1%) (0,8%) (1,0%) (1,3%) (0,6%)
6.5) Alergenicidade positiva 11 9 12 8 10
(AllerTOP) (0,8%) (0,6%)  (0,9%) (0,8%) (0,7%)
6.6) Homélogas a alérgenos 0 0 0 0 0
(AllerBase) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Foram encontrados por volta de 50% dos candidatos vacinais de riquétsias causa-
doras de FMA conservados entre todas as espécies avaliadas (Figura 11). Além disso,
€ interessante destacar a existéncia de 8 sequéncias antigénicas conservadas entre
as demais espécies, exceto na R. amblyommatis, enquanto foi creditada a R. philipii a
maior quantidade de antigenos conservados expostos ao meio extracelular entre duas
ou mais espécies bacterianas.

Figura 11 — Diagrama de Venn dos grupos ortélogos de sequéncias proteicas antigé-
nicas dos agentes de FMA, expostas ao meio extracelular

R. rickettsii

R. amblyommatis
R. parkeri

R. philipii

R. africae

Core

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: *Core: grupos ortélogos de sequéncias antigénicas comuns entre todas as espécies envolvidas.
Um Unico grupo ortdlogo pode possuir pelo menos 1 sequéncia de cada espécie envolvida.

Dentre o core antigénico formado por todas as espécies, foram destacados antige-
nos ja conhecidos de moderada a alta probabilidade de adesdo em moléculas de MHC,
como OmpB, OmpW e Porina 4, além de outros menos estudados como alvos ou com
relacdo as suas funcoes (Tabela 8). Dentre estes, foram encontradas uma proteina
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classificada como essencial para a bactéria e que contém repeticbes de pentapepti-
deos em dominio do tipo Yjbl e uma proteina de membrana hipotética/desconhecida,
com peso molecular equivalente a 6,74 Kd.

Além disso, dois fatores de viruléncia conservados entre as espécies — uma pro-
teina de superficie da Familia RT0821/Lpp0805 e a proteina VirB3 do sistema de se-
crecdo do Tipo IV — também foram classificadas como antigénicas. E interessante
observar que a R. amblyommatis ndo apresentou antigeno como fator de viruléncia
essencial para o agente, enquanto pelo menos 1 fator essencial e antigénico esta
conservado entre as demais espécies de riquétsias (Tabela 7).

Tabela 8 — Core antigénico dos agentes de FMA

Bact. benéfica

Antigenos Probab.
9 - LC SP TH E VF A  com proteina
conservados de adesao i
homoéloga

ATP S||7tase FOF1 0,56-0,73 Memb. - 1 + - - B. catenulatum
(Subunidade B’)
Chaperona de cobre 0.56-0.68 Ext. N 0 ) . )
PCu(A)C
Dioxigenase 0,51-0,6 Ext. + 0 - -+ -
H|dro!ase alfa/beta 0.52-0.65 PSE ) 01 - ) ) )
(Peptidase)
Dominio SH3 0,51-0,53 Memb. + 0 + - - 1. bartlettii
OmpB (Isoforma menor) 0,93-0,94 Ext. + 1 -+ 4+ A. muciniphila
OmpW 0,72-0,75 Ext. + 0 - - - C. youngae
Porina 4 0,82-0,84 Ext. + 0 - - - -
Prot. da Familia das 074-077 Ext. + 0 - + + P rustigiani
Porinas contendo LomR I*
Prot. da Familia das 073-08 Ext. + 0 - + + E. coli
Porinas contendo LomR II*
Prot. contendo DUF2532 0,6-0,7 Ext. + 0 - - -
Prot. contendo DUF2673 0,55-0,67 Ext. + 0 - - -
Prot. contendo DUF3035 0,56-0,65 PSE 0 - - -

Prot. contendo SPOR 0,57-0,61 PSE - 1 - - - -

Prot. contendo repeticdes

_— 0,68-0,72 PSE - 0o + - - -
de pentapepts. Yjbl-like

Prot. da Familia RDD 0,53-0,55 Memb. - 3 + - - Coprococcus sp.
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Prot. da Familia do locus
B associado a invasao

0,53-0,57

Memb.

Prot. de superficie da
Familia RT0821/Lpp0805

0,54-0,63

PSE

A. hallii

Prot. de membrana
NfeD-like

0,52-0,58

Memb.

A. stercorihominis

Prot. hipotética de
membrana 6,74 Kd

0,53-0,63

Memb.

Prot. VirB3 do sistema
de secrecéo do Tipo IV

0,52-0,55

Memb.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: *I/ll: numeragao arbitraria para proteinas de isoformas diferentes com dominio LomR.
LC: localizacao celular; Ext.: extracelular; PSE: proteina potencialmente exposta a su-
perficie celular; SP: presenca de peptideo sinal; TH: numero de hélices transmem-
branas presentes; E: essencialidade; VF: presenca de fator de viruléncia; A: aler-
genicidade indicada pelo AllerTOP. Géneros bacterianos indicados: Bifidobacterium,
Intestinibacter, Akkermansia, Citrobacter, Providencia, Escherichia, Anaerobutyricum,

Anaerofustis.
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6 DISCUSSAO

A abundancia de candidatos antigénicos — conservados ou exclusivos — de espé-
cies de carrapatos e de agentes de FMA foi ampliada significativamente em relagao ao
que ja se sabe pela literatura. Por outro lado, a analise da estatistica complementar
sobre os transcriptomas depositados publicamente no NCBI indicou que certos veto-
res ainda carecem de dados mais fidedignos ou completos a respeito da expressao
transcricional em sitios especificos e isto acabou por impactar na obtencao de maior
namero de proteinas antigénicas. Em virtude da indisponibilidade de transcriptomas
de D. occidentalis, A. mixtum e A. ovale até entdo no NCBI, antigenos dessas espécies
nao puderam ser representados. Outros detalhes seguem nas secdes seguintes.

6.1 IMPACTO DA QUALIDADE DAS SEQUENCIAS NUCLEOTIDICAS E DA MON-
TAGEM EMPREGADA SOBRE O RENDIMENTO E FORMAGAO DE SEQUEN-
CIAS PROTEICAS

Até onde temos conhecimento, este é o primeiro trabalho que envolve a predicao
de sequéncias proteicas a partir da juncao de varias dezenas de montagens de trans-
criptomas de uma determinada espécie de artropode. Apesar da maior quantidade
disponivel (Tabela 2) ser decorrente de D. variabilis (104), seguindo por A. america-
num (88), D. andersoni (73) e R. sanguineus (55), € interessante observar que com
apenas 12 transcriptomas (A. sculptum) ja seria possivel obter quantidades equivalen-
tes ou semelhantes de transcritos (Figura 7).

Isto pode ser justificado pelas técnicas de sequenciamento de nova geracao usa-
das e que geram tamanhos e rendimentos de leituras diferentes.!"®? As reads dos
transcriptomas de A. cajennense s. |., A. parvum, A. triste, de 1 transcriptoma de
A. maculatum, 6 de D. andersoni e 8 transcriptomas de D. variabilis foram lidas por
pirosequenciamento na plataforma 454 GS FLX, enquanto que as leituras de 26 trans-
criptomas de D. andersoni foram sequenciadas com a tecnologia lon Torrent®. Apesar
do maior tamanho, o rendimento médio de todas essas reads, no entanto, foi menor
do que a quantidade de leituras das demais amostras e espécies sequenciadas nas
plataformas lllumina® HiSeq ou NextSeq.

Além disso, ndo importa alcangar o numero minimo necessario de transcriptomas
que represente a quantidade global de RNAs codificantes de determinado sitio cor-
poral, se estes transcriptomas apresentarem grande propor¢ao de leituras sequenci-
adas com qualidade insatisfatoria ou alguma etapa prévia ao sequenciamento tenha
sido comprometida, a ponto de terem ocorrido perdas na captura de grande parte das
sequéncias nucleotidicas. Ou seja, isto acarreta em menor diversidade de sequéncias
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ou transcritos montados a partir de uma mesma amostra. Neste trabalho, com exce-
¢ao das sequéncias brutas de A. cajennense s. |., de A. parvum e de A. triste, entre 20
(A. sculptum) - 100% (A. aureolatum) dos transcriptomas em FASTQ das outras espé-
cies de vetores apresentaram sequéncias brutas com grandes regides com qualidade
de chamada de base regular ou ruim, a ponto de 20% ou mais reads serem filtradas
(retiradas) na remontagem de novo.

Sendo assim, apesar de haver poucos transcriptomas de A. parvum, A. triste e
A. cajennense s. |. para representar quantidade aparentemente suficiente de protei-
nas salivares/intestinais desses vetores, é possivel concluir que estes tiveram a maior
frequéncia relativa de sequéncias brutas aproveitadas na remontagem. Por fim, de-
vemos destacar o rendimento consideravel de novas sequéncias formadas para todas
as espécies ao ser aplicada, novamente pelo nosso grupo de pesquisa,(s‘” pela se-
gunda vez, a metodologia multi-kmer na montagem de transcriptomas de artrépodes.
Assim como no trabalho anterior, foi possivel gerar aproximadamente 2-100 vezes
mais transcritos (remapeados ndo aleatoriamente) do que as quantidades de ESTs de
outros autores, disponilizadas no NCBI.

Também é possivel perceber que, com o método multi-kmer, até 40% das sequén-
cias ESTs puderam ser reduzidas para formar transcritos maiores ou completos (Fi-
gura 7). Em todo caso, muitos dos transcritos formados sao decorrentes de RNAs
de microrganismos que perfazem a microbiota das glandulas salivares e do intestino
(Figura 8), haja visto foram filtradas as sequéncias codificantes desses organismos,
nas quais estao contidas aproximadamente entre 22-69% das sequéncias antigénicas
extracelulares e de membrana encontradas nesses sitios (Tabelas 3, 4 e 5).

6.2 ASPECTOS PREDITIVOS DO REPERTORIO DE SEQUENCIAS PROTEICAS
SELECIONADAS

Ao avaliar as sequéncias proteicas de antigenos de carrapatos sabidamente conhe-
cidas e citadas na literatura por meio dos modelos eucariéticos de predi¢cao antigénica
em parasitos ou protozoarios, tais modelos apresentaram as maiores taxas de sensi-
bilidade, sendo a maior aquela decorrente da positividade obtida em qualquer um dos
modelos (Figura 9). Até entao, tal analise ndo havia sido descrita na literatura e muitos
trabalhos nao costumam relatar nem o modelo empregado.“gs)

Sabe-se que o VaxiJen ja foi usado para a predicdo de alvos em R. microplus, ao
ser aplicado o modelo eucaribtico voltado para protozoarios com probabilidade pre-
ditiva > 0,7.(153) Adotando este valor, foi possivel predizer apenas 566 antigenos de
diferentes localidades teciduais e celulares desta espécie de carrapato, contendo pos-
sivelmente antigenos homologos ao hospedeiro analisado. Para Rhipicephalus bursa,
foi possivel filtrar 267 antigenos salivares, ndo homoélogos ao hospedeiro e de origem
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membranar ou extracelular.!'%% Contudo, de acordo com a Figura 9, verificamos que

diversos alvos conhecidos também podem ser encontrados com menor valor de pro-
babilidade, independente do modelo empregado. Além disso, quando 0os modelos em
questdo sdo combinados, os valores de probabilidade das sequéncias sabidamente
antigénicas sao maiores.

Apesar do numero crescente de antigenos de carrapatos descritos literariamente,
nossos resultados evidenciaram que ainda podem existir centenas ou milhares de an-
tigenos extracelulares ou de membrana das espécies transmissoras de FMA a serem
estudados com relacao a estrutura e aos efeitos na imunologia do hospedeiro ver-
tebrado. E possivel que, entre eles, também existam sequéncias de isoformas dife-
rentes, cuja variacao faz com que a diferenca de identidade entre elas ultrapasse em
torno de 5%. Outra contribuicdo do nosso trabalho foi a predi¢do de proteoma para D.
variabilis, ainda ausente na base de dados do NCBI (Tabela 3).

Em contrapartida a enorme quantidade de antigenos extracelulares ou de mem-
brana, no minimo 75% destas proteinas de cada espécie podem ser aplicadas dire-
tamente no hospedeiro, cujo risco de inoculagdo de alérgenos é muito baixo. Além
disso, para se ter uma ideia, verificamos que 31% das sequéncias sabidamente anti-
génicas (Figura 9) possuiram alergenicidade positiva indicada pelo AllerTOP € mesmo
assim essas talvez ndo causem alergias.

Por outro lado, sequéncias com risco ainda maior de serem alergénicas parecem
ser aquelas ortélogas aos alérgenos do AllerBase. Felizmente, estdo presentes em
somente até 5% do total de sequéncias antigénicas de cada espécie. Em todo caso,
ainda seria possivel identificar e testar epitopos dessas sequéncias e desvincula-los
de regides que possam desencadear reagdes alérgicas significativas ao individuo.!'®”
A unido de alguns desses epitopos pode ser realizada em vacinas multiepitopos, que
também j4 mostraram efetividade imunoprotetora em bovinos contra carrapatos do gé-
nero Rhipicephalus e resultados in silico promissores considerando outros alvos.1%)

Interessante observar que apenas 2,4% dos antigenos sabidamente conhecidos
de carrapatos tiveram homologia com proteinas classificadas como essenciais a artr6-
podes. Valores préximos dessa porcentagem (1,6-4,8%) também se enquadram para
as sequéncias antigénicas preditas dos transmissores de FMA avaliados. Aparente-
mente, muitas proteinas dos carrapatos ainda precisam ser inseridas ao banco de
proteinas de artropodes do DEG e necessitam ser investigadas quanto a possibilidade
da presenca das mesmas ser crucial para a sobrevivéncia destes invertebrados.!'%%

Ja em relacado aos agentes causadores de FMA, as proteinas essenciais antigéni-
cas possuem maior frequéncia relativa em relagao ao total de antigenos extracelulares
ou de membrana (Tabela 7). No entanto, a frequéncia relativa média de proteinas an-
tigénicas previstas caiu pela metade comparada a frequéncia de sequéncias antigéni-
cas dos vetores de FMA. Esta drastica reducéo pode ser devida a menor quantidade
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de peptideos expostos ao meio extracelular por um unico tipo celular procariético do
que por muitos tipos de células eucaridticas presentes nos 6rgaos investigados dos
vetores.

Comparado aos antigenos preditos dos carrapatos, essas riquétsias mostraram
praticamente a mesma frequéncia relativa de sequéncias com caracteristicas aparen-
temente alergénicas. Porém, o risco de aparecimento de alergias parece ser muito
baixo, uma vez que nao houve nenhuma homologia a sequéncias de alérgenos sabi-
damente conhecidas. Esse risco ndo deve ser confundido com a existéncia, em média,
de 25% das sequéncias antigénicas que corresponderam a fatores de viruléncia e al-
guns destes alvos serdo discutidos mais adiante.

6.3 CANDIDATOS UNIVERSAIS DESTACADOS PARA ENSAIOS DE COMBATE A
FMA

Conforme visto, diversos candidatos vacinais foram levantados para cada espécie
de vetor e de agente causador de FMA, e podem ser efetivos para complementar as
respostas imunolégicas que conhecemos contra esses seres. Entretanto, em decor-
réncia do encontro de muitos alvos conservados entre as espécies envolvidas (Figuras
10 e 11), foram destacados aqueles com maior antigenicidade nesta discussao (Tabe-
las 6 e 8). Além disso, para melhor compreensao do texto, tais alvos foram reunidos e
discutidos em se¢cbes comuns, de acordo com a localizagdo dos mesmos.

6.3.1 Candidatos secretados pelas glandulas salivares de vetores parasitifor-
mes

Durante o repasto sobre o hospedeiro, o fluxo sanguineo em dire¢do ao inverte-
brado hematéfago ndo extravasa e € mantido em decorréncia do cemento formado na
regido da picada, o qual é constituido por proteinas ricas em glicina.(142) Com pelo
menos 90% de antigenicidade, até 5 dessas proteinas puderam ser expressas nos
vetores de FMA.

Uma delas foi expressada transcricionalmente pelo D. andersoni e R. sanguineus,
com caracteristicas de sequéncia semelhante a proteina do cone do cemento RIM36
de R. appendiculatus. Conforme observado em cabras, a aplicagdo da RIM36 é capaz
de induzir resposta humoral que leva aproximadamente 20% das fémeas adultas a
morte.“%)

Das proteinas do cemento, a 64P é encontrada conservada no género /xodes e
em outras espécies e é capaz de simular uma proteina propria da pele dos mamiferos,
para evitar a rejeicao do contato do carrapato com o hospedeiro. Tal € importante a sua
presenga que outros estagios de desenvolvimento do vetor também podem expressa-
la.1%") No entanto, dentre aquelas 5 sequéncias proteicas citadas, de antigenicidade
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alta, apenas o A. variegatum apresentou expressao de uma proteina do cemento se-
melhante a 64P.

No geral, assim como com a inoculacdo de antigenos salivares expostos em mo-
delo animal,“sg) imunizar hamster, cobaia e coelho com certas sequéncias recom-
binantes de 64P pode fazer (ou favorecer) com que o carrapato seja desafixado da
superficie do hospedeiro, ao proporcionar a ocorréncia de reacdo cutanea de hiper-
sensibilidade tardia nesses animais em um préximo contato com o vetor.'®") Dessa
forma, proteinas do cemento podem contribuir indiretamente para reduzir a prevaléncia
de infectados, pois quanto menor a exposi¢ao — o contato entre parasito e hospedeiro
— menor a chance de transmissao de agentes infecciosos entre eles.

Em camundongos imunizados com 64P recombinante, ainda foi possivel ser blo-
queada a infec¢do do virus da encefalite transmitida pelo carrapato (TBEV) ao animal,
diante do enfraquecimento do efeito da imunossupresséo na regiao da picada. A morte
dos invertebrados também é certa e chega a 80% da populagao infestante com a 64P
e de 40-56% da populagao de larvas e ninfas com outra proteina do cemento, a p29,
que também é capaz de promover a redugao do peso dos adultos alimentados. (132 198

De 3 a 12 proteinas ricas em glicina, mas provenientes de estruturas rigidas como
de paredes celulares, também se mostraram muito antigénicas e, na literatura, ndo
observamos estudos que explorassem o papel das mesmas na resposta imune do
hospedeiro. Apesar de indicarmos essas proteinas como alvos a serem investigados
em decorréncia da alta antigenicidade que apresentaram, por outro lado existem pes-
soas que podem desenvolver desordens autoimunes e alergias diante desta classe de
proteinas obtidas por meio da alimentagéo.“%)

No caso das proteinas dos carrapatos, de parede celular e ricas em glicina, foi
verificado que apenas 3 talvez sejam alergénicas a depender da espécie, apesar de
nao haver alérgeno homdélogo conhecido. Percebe-se que, dentre as proteinas ricas
em glicina (Tabela 6) — seja do cemento, seja de parede celular ou mesmo as duas
secretaveis ndo pertencentes aos grupos anteriores —, a maioria foi anotada a mat-
ches da mesma familia, ainda pouco estudados ou desconhecidos. Certas proteinas
de carrapato ricas em glicina possuem semelhanga com dominio de queratina e foi
encontrada uma sequéncia similar @ Queratina 19 de célula epitelial passivel de ser
estudada.®?

Certos peptideos ricos em glicina, como as ctenidinas, ou ricos em histidina séo
considerados antimicrobianos e ajudam a controlar ndo s6 a populacao bacteriana
como a fungica nos artrépodes.(zm’ 202) No R. sanguineus, foram encontradas duas
sequéncias proteicas semelhantes a ctenidina 3 de aranha ou similares a proteina de
D. silvarium que é semelhante a esta ctenidina. Ja nos A. aureolatum e A. sculptum, foi
encontrada uma sequéncia com alta antigenicidade semelhante a proteina secretada
75 de A. triste rica em histidina.
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Apesar de observadas em poucos vetores de FMA, essas sequéncias proteicas
estdo contidas em grupos de ortdélogos também formados por outras das demais es-
pécies. Contudo, estas outras podem ter anotacdes distintas mas ainda pertencerem
a mesma classe proteica, ou podem ter valores de probabilidades antigénicas que
se diferem, a tal ponto que determinadas sequéncias ndo chegaram a alcancgar pelo
menos 0,9.

Conforme visto em relacao ao equilibrio parasito-hospedeiro, a inibicao de respos-
tas antimicrobianas pode ser prejudicial ao ectoparasito. No entanto, ndo se sabe se
tal inibicdo pode favorecer o desenvolvimento do agente bacteriano causador de FMA
ou o crescimento de outras bactérias competitivas as riquétsias. Além disso, certas
glicoproteinas ricas em histidina podem inibir determinados componentes da resposta
imune inata do vertebrado.®®® Sendo assim, a imunomodulagéo sobre peptideos se-
melhantes a glicoproteinas ou a proteinas antimicrobianas ricas em glicina/histidina
deve ser explorada, para desvendar os efeitos decorrentes na transmissao de riquet-
sioses.

Participando possivelmente também no controle bacteriano, as mucinas secreta-
das nas glandulas salivares revestem e protegem as estruturas intrabucais, ao inte-
ragir com a matriz extracelular adjacente e sdo expressadas principalmente durante
a hematofagia.(204’ 20% Destacamos uma sequéncia nao alergénica, altamente anti-
génica e semelhante as mucinas 68d e 22 no A. maculatum, cuja resposta imune
desencadeada talvez desestabilizaria a homeostase local e permitiria a atuacao de
outras moléculas imunoldgicas do vertebrado sobre a matriz do carrapato.

Contribuindo para a atividade anti-hemostéatica, uma metaloprotease salivar desco-
nhecida com alta antigenicidade foi expressada em D. variabilis e faz parte de grupo
ort6logo juntamente com proteinas das demais espécies transmissoras de FMA. Sabe-
se que essa familia proteolitica é capaz de atuar contra a agregacao plaquetaria e a
favor da fibrindlise, cuja inibicdo de sua atividade pode chegar a impedir o repasto no
vertebrado.®%®

Além disso, a imunizagdo com certos inibidores de protease com dominio Kunitz
pode reativar ou facilitar a atuacdo das vias do complemento do hospedeiro sobre
as células do vetor e possivelmente causar a morte de pelo menos 70% das ninfas
sobre camundongos, conforme observado contra A. sculptum.(2°7) Aqui, encontramos
7 sequéncias altamente antigénicas com este dominio no A. americanum.

Também impreterivel para a sobrevivéncia, a proteina de I6bulo éptico terrivelmente
reduzido possui diversas fungdes descritas para Drosophila melanogaster. Na embrio-
génese deste inseto, auxilia o desenvolvimento epitelial e da matrix extracelular. E na
fase adulta, continua a contribuir para a manutencéao e a replicacao das células tronco
hematopoiéticas. Sua expressao ja foi evidenciada nos testiculos e ovarios, assim
como na cabeca e no corpo gorduroso adjacente a glandula salivar desta espécie.(zog)
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Essa proteina também atua em via Wnt de desenvolvimento do inseto, assim como
a proteina Pygopus.(zog) Apesar de supostamente agirem da mesma forma nos demais
artrépodes, nao foram encontrados estudos que relataram as funcdes dessas protei-
nas em carrapatos. Entretanto, em nosso trabalho, foi possivel evidenciar até duas
sequéncias similares a cada proteina. Estas sequéncias altamente antigénicas foram
expressadas na glandula salivar ou no intestino e uma delas similar a de l6bulo terri-
velmente reduzido € passivel de ser essencial para a sobrevivéncia do vetor.

Entre os alvos mais evidentes de serem expressados nas glandulas salivares,
ainda foram encontradas outras sequéncias proteicas, mas com fungdes desconhe-
cidas. Dentre elas, até 3 sequéncias de peptideos anotados como secretados das
glandulas salivares, até 3 sequéncias anotadas como associadas a essas glandu-
las, aléem de até 8 peptideos ditos como contendo repeticbes de PAPA podem ser
expressos, mas cujas sequéncias de carrapatos ndo apresentam evidentemente as
repeticdes de prolina/alanina encontradas em proteinas contendo PAPA box.

Podendo ser expressadas tanto nas glandulas salivares como no intestino, ainda
existem até 13 sequéncias nao caracterizadas, até 17 anotadas como hipotéticas e até
8 desconhecidas, sendo destas uma classificada como essencial para o vetor. Uma
sequéncia semelhante ao fator de transcricdo glandular da seda 1 néo permite dizer
qual seria sua funcao de fato e também merece ser investigada.

6.3.2 Candidatos membranares e de superficie de vetores parasitiformes ex-
postos ao contato sanguineo do vertebrado

Dentre as provaveis proteinas de membrana, destaca-se uma sequéncia com pep-
tideo sinal, mas anotada como receptor de vitelogenina e com essencialidade positiva
a depender do vetor. Nos carrapatos, tal receptor converte a vitelogenina em vite-
lina e direciona este produto proteico aos odcitos. Este produto é fonte de nutricdo a
prole, pois da suporte ao desenvolvimento, sobrevivéncia e fecundagéo.(zw) Com isso,
é importante ser explorado se hospedeiros imunizados contra o receptor podem ser
impedidos de formar adequadamente novos individuos e, dessa forma, talvez sejam
incapazes de transmitir verticalmente agentes de FMA.

Além do receptor de vitelogenina, outras proteinas de membrana nos carrapatos
possuem dominios similares aos de receptores de lipoproteina de baixa densidade
(LDL). Dentre elas, foram identificadas até 12 sequéncias sem fungao conhecida,
porém até 7 destas apresentaram essencialidade positiva e alergenicidade negativa.
Dessa forma, sédo alvos validos que ainda néo foram testados em modelos animais.

Outras proteinas que também possuem dominios LDL sao os receptores de lipo-
forinas, os quais s&o capazes de se ligar e direcionar moléculas lipidicas para serem
distribuidas aos diversos tecidos dos artropodes. A exemplificar, ensaios com anticor-
pos conseguiram demonstrar o bloqueio do carreamento dos lipidios do trato intesti-
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i - 211
nal, que seriam levados ao corpo gorduroso e aos ovarios em D. me/anogaster.( )

Em carrapatos, também nao foram divulgados estudos vacinais com esses recepto-
res, mas indicamos até 7 sequéncias altamente antigénicas e promissoras, sendo até
3 consideradas essenciais para o vetor.

Dentre outros alvos possivelmente membranares, foram encontradas sequéncias
com alta antigenicidade anotadas a proteinas relacionadas a cuticula ou quitina,(212) a
fibras e matriz extracelular, contendo dominios de elastina, de coldgeno ou de prote-
oglicano de sulfato de heparan, importantes para serem investigados quanto a possi-
bilidade de indugao de resposta imune que desestruture e cause a ruptura da barreira
local. Além de permitir a entrada de TBEV e de outros virus na célula hospedeira,
molécula especifica desta ultima familia pode ser ancorada por uma serpina que te-
nha fungbes anticoagulante, anti-hemostatica e anti-inflamatéria e pode ser que tais
atividades sejam reduzidas na auséncia deste tipo de proteoglicano.(213)

A familia de proteinas de dominio C do fator unico de von Willebrand (SVWC)
também podem atuar na defesa contra bactérias e virus nos artrépodes. Atuam pos-
sivelmente como receptores de ligacdo aos agentes, para que ocorra a fagocitose
dos hemécitos.®'® Com alta antigenicidade, foi encontrada uma sequéncia contendo
dominio semelhante desta familia, cuja imunomodulagao talvez acarrete em efeitos
semelhantes a inibicdo da atuacao dos antimicrobianos, conforme mencionado.

Outras provaveis sequéncias proteicas de membrana também foram apontadas,
mas suas provaveis fungcdes nao puderam ser inferidas. Foram destacadas uma
sequéncia similar a um autotransportador desconhecido, uma sequéncia semelhante
a nucleoporina 62 de poro nuclear, até 4 sequéncias conservadas indefinidas e 1
sequéncia anotada como hipotética.

No hospedeiro, a diferenca de antigenicidade encontrada entre alvos conservados
entre espécies de carrapatos pode explicar por que determinada proteina de uma es-
pécie causa efeito imunoprotetor consideravel contra este mesmo artropode, enquanto
a proteina equivalente de outro carrapato ndo causa tamanho efeito contra este res-
pectivo vetor. Essa diferenca depende das estruturas primaria e secundaria, assim
como das modificagées nucleotidicas e pds-traducionais quando existentes que alte-
ram certas propriedades da proteina. Essas alteracdes podem impactar na ligagao de
anticorpos, na ativacao de células imunolégicas efetoras e de memoria. 21 210

Predominantemente importantes para conceder imunoprotec¢ao ou bloquear a trans-
missao parasitaria em bovinos, os determinantes de carboidratos e os epitopos glico-
silados estdo presentes em diversas proteinas do intestino de R. microplus, incluindo
possivelmente naquelas ainda desconhecidas.®'” 218:219.220) pogem também existir
nas proteinas intestinais analisadas dos vetores de FMA, em vista da alta antigenici-
dade que apresentaram. A exemplificar, o glicétopo conservado MG96 em D. variabilis
e em Ixodes sp. pode ser detectado por um anticorpo monoclonal anticarbohidrato e
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bloqueador da transmissao do Plasmodium falciparum.“sz)

Conforme mencionado, existem fatores imunomodulatérios que participam da SAT.
Porém, estes variam em diversidade e quantidade, a depender das espécies de pato-
geno e de vetor envolvidas. Apesar de serem menos frequentes os fatores universais
dentre os alvos vacinais,(m) nossos resultados sugerem que sequéncias homologas
podem também desempenhar imunoprotecdo a ser investigada no hospedeiro ver-
tebrado. Algumas delas ainda podem fazer parte do conjunto de antigenos ocultos
presentes no intestino ou em outros 6rgaos dos carrapatos, caso também sejam ex-
pressadas nestes.

Assim como visto em A. americanum, determinados anticorpos ingeridos podem
atravessar ou serem transferidos da barreira intestinal para a hemocele,(221’ 222, 223)
interagir com antigenos de érgaos internos e causar dano local. (224 22) Entretanto, tal
tipo de resposta néo € tao eficiente devido ao sistema de excrecdo de imunoglobulinas
que os carrapatos apresentam, o qual € capaz de controlar e excretar os anticorpos ja
diretamente na saliva.®®® Por outro lado, proteinas desse sistema também podem ser
alvos vacinais importantes de desativacdo e para aumentar a efetividade do alcance

da resposta imune do hospedeiro vertebrado no invertebrado.('%?

6.3.3 Candidatos dos agentes bacterianos

Dentre os antigenos conservados das riquétsias, foram encontradas 9 sequéncias
secretaveis ou extracelulares, 5 supostamente secretaveis e 7 de membrana celular.
Sendo assim, é interessante destacar que a propor¢cao de sequéncias de membrana
em relacao as secretaveis ou de superficie extracelular € maior nos agentes do que
nos vetores de FMA. Isto talvez possa ser justificado pela quantidade de modula-
dores imunolégicos que o carrapato apresenta e dos quais o agente bacteriano faz
aproveitamento funcional, a fim de produzir menor diversidade de fatores secretaveis
necessarios para o processo infeccioso.

Alguns deles altamente antigénicos, ja conhecidos e considerados promissores,
como o OmpB, OmpW e duas sequéncias de porinas, alertam para a possibilidade
de causarem imunorreagdo a certos géneros bacterianos benéficos a flora intestinal
humana, em decorréncia da homologia de sequéncia identificada. No entanto, o risco
deve ser baixo, visto que nao ocorreu predominio de um género especifico e resul-
tados complementares indicaram baixa identidade de sequéncia entre as proteinas
homdlogas encontradas (dados quantitativos ndo mostrados).

A subunidade beta (B’) do complexo F1 de ATPase transmembranar também mos-
trou estar conservada entre os agentes de FMA. Apresentou antigenicidade e essen-
cialidade positivas para o microrganismo. Alguns antibiéticos, como as oligomicinas,
sao inibidores desta ATP sintase e podem interagir direta ou indiretamente com esta
subunidade. Das oligomicinas, os macrolideos ja se mostraram efetivos contra al-
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gumas riquétsias, o que indica que esta subunidade ainda ndo estudada como alvo
vacinal nessas bactérias pode gerar resposta imune efetiva para ajudar a evitar ou a
controlar a infecgdo no hospedeiro. (227)

Em carpas, apesar de ser pouco efetiva contra Flavobacterium columnare ao con-
siderar seu efeito por si s6 e a sequéncia de aminoacidos primaria desta espécie,
por outro lado contribuiu para a formacao de resposta TH1.(228) O knockout da re-
gido produtora de todas as subunidades de FO e F1 tornou os individuos bacteria-
nos subsequentes menos virulentos e capazes de serem usados na imunizagcdo de
camundongos, que apresentaram protecdo completa a Salmonella enterica sorovar
Typhimurium.(zzg)

Chaperonas desintoxicadoras de cobre podem estar localizadas no espaco peri-
plasmatico bacteriano e sdo exploradas nas células eucariéticas como alvos de inibi-
cao para o combate quimioterapico de tumores.®3% 23V pyrante infeccdes bacteria-
nas, a concentracao deste metal no soro do hospedeiro é elevada, para que o cobre
possa atuar na geragao de reativos de oxigénio e agregados proteicos nas bactérias,
além de complementar a atividade fagolitica dos macréfagos.(zsz) Também ainda nao
explorada contra patégenos bacterianos, a chaperona PCu(A)C conservada entre os
agentes de FMA pode ser um alvo importante neste processo e a resposta imune
decorrente de sua exposicao talvez desequilibre o balanco dos ions de cobre dentro
destes procariotos.

Dentro do contexto de sensibilizagdo bacteriana a altas concentracdes danosas de
quimicos especificos, também foi possivel evidenciar uma sequéncia antigénica de
dioxigenase, familia esta responsavel por degradar compostos aromaticos e fenélicos
do meio adjacente.(233) No caso das riquétsias, raramente € sabido a respeito de suas
dioxigenases produzidas. A saber, é possivel destacar a dioxigenase fitanoil-Coa que
é capaz de sintetizar antibiético,(234) possivelmente contra demais bactérias competiti-
vas. Sendo assim, a resposta contra a dioxigenase encontrada talvez dificulte a sobre-
vivéncia dos agentes de FMA diante de antimicrobianos aromaticos ou outras drogas
de tratamento complementar, ou diante de outros microrganismos também presentes
no vetor.

Diversas enzimas bacterianas sdo hidrolases que degradam ou catalizam molécu-
las produzidas e estruturas nas células eucariéticas, com o objetivo de promover a
invasao e a nutricao parasitéria.(235) Nas riquétsias, sdo estudadas principalmente as
hidrolases metabolizadoras de nucleotideos, e de lipideos para a formagao do envol-
torio membranar bacteriano durante a entrada ou quando ja estdo estabelecidas nas
células hospedeiras.(236’ 23)) No entanto, apenas uma sequéncia de hidrolase alfa/beta
indeterminada foi encontrada conservada entre os agentes de FMA, passivel de ser
secretada no meio extracelular.

Foram considerados antigenos conservados outras proteinas ndo especificadas,
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mas com familia proteica definida. Dentre elas, foram identificadas trés sequéncias
com dominios de fungédo desconhecida (DUF), possivelmente secretaveis, ndo alergé-
nicas e nao homoélogas a outras de espécies benéficas intestinais. Apesar de aparen-
temente ndo serem essenciais para as riquétsias, essas sequéncias proteicas também
talvez contribuam para aumentar a efetividade da resposta imune contra esses agen-
tes.

Até entdo, essas sequéncias — e outras discutidas a seguir — ndo haviam sido iden-
tificadas pelo nosso grupo de pesquisa, dentre os alvos comuns entre as varias espé-
cies de riquétsias patogénicas ao homem.!"%®) Usando a ferramenta String v11 .5,(238)
duas destas sequéncias com dominio DUF estavam envolvidas em vias enzimaticas
de catabolismo, enquanto a remanescente, relacionada a via de fatores nucleares (da-
dos ndo mostrados).

Ainda com o String, a sequéncia essencial contendo dominio Yjbl comunicou-se ou
esteve contida na mesma via aonde se encontrou a chaperona SurA, que da suporte
a montagem de Omps. Em Bacillus subtilis, a atividade peroxidativa da proteina Yjbl
protege a bactéria do estresse oxidativo local e proteinas contendo tal dominio podem
ser expressadas a partir da mesma regido génica aonde sdo expressas as proteinas
do sistema de secregéo do Tipo IV.(239:240) 5endo assim, destacamos a combinagao
imunoprotetora entre as sequéncias de chaperona de cobre PCu(A)C e de dominios
de repeticéo Yjbl a ser explorada quanto a possibilidade de comprometer as estruturas
das proteinas intracelulares do agente de FMA de forma generalizada, por oxidagéo e
por montagem inadequada.

Ja a sequéncia proteica de membrana possuidora de dominio RDD (arginina — as-
partato — aspartato) também apresentou antigenicidade e essencialidade positivas, e
mostrou estar em comunicagao tanto com fatores nucleares, como também com pro-
teinas do sistema de secrecao do Tipo IV. Por outro lado, uma proteina de Halobacillus
andaensis com dominio RDD mostrou atividade antiporte de Na*(Li*, K*)/H+,(241) o que
podemos suspeitar que a sequéncia RDD conservada entre os agentes de FMA talvez
participe do transporte de ions ou de moléculas intracelulares especificas para o meio
externo.

A proteina membranar do locus B associado a invasdo também pode ser consi-
derada um antigeno promissor. Essa proteina possivelmente auxilia nos mecanismos
de invasao celular juntamente com o sistema de secre¢ao, assim como observado na
infecgdo por bactérias do género Bartonella.**® Por meio desse sistema — formado
por subunidades proteicas — proteinas simples ou complexadas a outras (ex: toxinas)
ou a nucleotideos (nucleoproteinas) sao liberadas as células hospedeiras ou a outras
bactérias, com a finalidade de causar dano ou disponibilizar genes de resisténcia a
antibidticos. No hospedeiro invertebrado, a invasao celular pela riquétsia, assim como
a aquisicao sanguinea pelo carrapato podem fazer com que a expressao de genes de
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proteinas formadoras desse sistema seja elevada.®®

Dentre as subunidades, a VirB3 dos agentes de FMA mostrou-se conservada e
antigénica. Pode ser um alvo promissor para dificultar a transferéncia de material ge-
nético a outras bactérias e a liberagéo de fatores de viruléncia, uma vez que participa
da estabilizacao intramembranar desse complexo de subunidades.®*®

O sistema de secrecao também pode se apresentar em balsas lipidicas. Essas bal-
sas contém estomatinas, proibitinas, flotilinas, além de outras proteinas de sequéncia
similar como aquelas da familia NfeD — Eficiéncia de Formacao de Nodulacao D — que
possivelmente estabilizam o complexo estrutural proteico; porém também sao pouco
conhecidas funcionalmente. Uma proteina desta familia esteve conservada, apresen-
tou antigenicidade positiva e a indu¢ao de resposta por este alvo talvez contribua para
desestabilizar a membrana bacteriana em pontos importantes ndo sé onde estao pre-
sentes sistemas de secre¢do, mas também outras moléculas permissivas de trafego
de fons e de macromoléculas.®*¥

Outra provavel proteina classificada como um fator de viruléncia apresentou iden-
tidade consideravel ao precursor de antigeno de superficie RT0821 da R. typhi e a
proteina Lpp0805 da Legionella pneumophila, ambos com aproximadamente 17 KDa.
Apesar de tais proteinas ainda nao possuirem fungdes definidas, aquela conservada
entre os agentes de FMA possuiu envolvimento com a via de transglicosilase secreta-
vel e pdde ser anotada como um antigeno de superficie de riquétsia no String. Caso
seja importante para a formacgao da parede celular bacteriana promovida por transgli-
cosilase, a resposta imune contra este fator poderia contribuir para facilitar a entrada
e a acao de antibiéticos.?4®

Também n&o exploradas em estudos anteriores, foram encontradas uma sequéncia
extracelular contendo dominio de repeticao relacionado a esporulacdo (SPOR) — ou
seja, cuja proteina relacionada pode ter fungdo moduladora sobre o biparticionamento
que ocorre durante a divisao celular —,(246) uma sequéncia membranar essencial com
dominio de homologia Src 3, que interage com motivos ricos em prolina, possivelmente
pertencendo a um receptor indeterminado,(247) além de uma proteina membranar hi-
potética, cuja funcédo ainda néo foi explorada ou definida, mesmo ao tentar inferi-la por
predicao in silico.

6.4 PERSPECTIVA DA APLICACAO DE OUTRAS ESTRATEGIAS VACINAIS COM
CANDIDATOS PROTEICOS PROSPECTADOS

Certas técnicas de imunizagao baseiam-se na entrega necesséria do antigeno ao
citoplasma das células apresentadoras de antigenos (APCs). Dentre elas, podemos
destacar a captura do DNA recombinante pelas células musculares e monécitos, capa-
zes de realizar a expressao transcricional do alvo e a expressao de epitopos por MHC
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I. Esse mecanismo ja foi explorado para a expressao de certos segmentos de OmpA e
de OmpB de R. conorii,(g‘” e também pode ser util para a expresséo de epitopos fora
das regides de aminoacidos alergénicas.

Com vacinas a base de RNAm, é possivel evitar a incorporacao permanente do
DNA do agente ou do vetor ao genoma do hospedeiro e a produgdo de imunoglobu-
linas anti-DNA que possam causar resposta autoimune no vertebrado. Além disso, o
RNAm pode ser complexado a adjuvantes proteicos e gerar respostas, via TLRs 3 e 7,
diretamente contra o respectivo transcrito expresso pelas bactérias. No entanto, essa
abordagem interessante ainda necessita ser testada contra as riquétsias.(94)

Também nao testadas contra riquétsias sdao as vacinas a base de vetores adeno-
virais incapazes de replicar, mas que podem introduzir o material genético dentro das
células hospedeiras para a produgado antigénica. Sabemos que certas vacinas con-
tra SARS-Cov2 mostraram-se eficazes, sendo promissor a aplicabilidade de vetores
humanos com epitopos bacterianos. Ou, a fim de evitar anticorpos pré-existentes do
hospedeiro contra esses tipos vetoriais que geralmente j4 se encontram na microbiota
do organismo, é possivel usar vetores adenovirais de primatas.(94)

Conforme visto, respostas decorrentes de linfocitos CD4+ e linfécitos B também
sdo necessarias para controlar a FMA e qualquer combinagéao de abordagens de va-
cinagcao parece ser positiva para induzir imunoprotecdo subsequente cada vez mais
eficaz.® A combinacédo também pode ser decorrente do uso de multiplos epitopos di-
ferentes e os novos alvos aqui apresentados podem fornecer novas opg¢des Uteis para
aperfei¢coar a imunidade do hospedeiro.

Um préximo passo importante para a selecdo adequada de candidatos dos vetores
sera avaliar seus niveis de expressao génica diante da presenca parasitaria no carra-
pato. Ao avaliarmos aqueles que sdo expressos, poderemos seleciona-los e prospec-
tar ou testar a resposta imunoldgica desencadeada no vertebrado. Uma vez identifi-
cados os respondedores, seus epitopos poderédo ser destacados e combinados com
epitopos de respondedores do respectivo agente de FMA transmitido. Nesse sentido,
estruturas multiepitopos entre bactéria-vetor poderao ser geradas.

Aparentemente, essa abordagem nao tem sido explorada nos estudos entre artré-
podes e patdgenos, mas percebe-se 0 seu potencial em gerar imunoprotecado aprimo-
rada contra a FMA. Haja visto, a imunoindugcao por certos antigenos vetoriais como a
Subolesina de R. microplus, por si s, pode interromper a transmissao de A. marginale
e Babesia bigemia do carrapato ao vertebrado, enquanto outros sao investigados pelo
mesmo potencial diante de outros agentes etioldgicos, como as metaloproteases Metis
1 e 2 de I. ricinus contra B. burgdorferi, as cistatinas HISC-1, HLcyst-2 e HLcyst-3 de
H. longicornis, além de om-cystatin 1 e om-cystatin 2 de Ornithodoros moubata contra
B. burgdorferi e Babesia gibsoni; e a voxarina rAhEF de Amblyomma hebraeum contra
a transmissao geral de patdégenos via transovariana.?*®
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7 CONCLUSAO

Este trabalhou mostrou que existem dezenas ou centenas de segmentos antigéni-
cos conservados, e milhares de outros segmentos proteicos n&o conservados entre as
espécies de carrapatos ou de riquétsias causadoras de FMA e, a principio, possuem
baixo risco de gerar resposta imune indevida contra bactérias presentes no intestino
humano e benéficas ao mesmo. Com base na quantidade de transcritos gerados, in-
ferimos que a metodologia de alto rendimento empregada péde ter contribuido com
até centenas de vezes mais alvos do que se supde encontrar na literatura — principal-
mente para as espécies A. americanum e D. andersoni. A existéncia de tais antigenos
podera ser validada por técnicas de Biologia Molecular, como PCR e Western Blot.

Dentre os alvos salivares ou intestinais potencialmente envolvidos na hematofagia
dos vetores de FMA, foram destacados segmentos proteicos conservados e capazes
de compor estruturas do organismo, como o hipostdmio e a cavidade bucal, e o ce-
mento. Além disso, esses segmentos também foram relacionados a moléculas prote-
toras passiveis de revestir internamente essas estruturas, a receptores que participam
indiretamente da absorgao de nutrientes lipidicos no intestino, a moléculas antihemos-
taticas e antimicrobianas que também talvez favorecam a instalacdo e a transmissao
dos agentes infecciosos resistentes, respectivamente, nos vetores e no homem.

Outras proteinas conservadas, ao mesmo tempo altamente antigénicas e poten-
ciais para a transmissao de SFGRs nao foram identificadas. Mas os antigenos de
superficie OmpB e OmpW mostraram-se conservados e sao alvos importantes a se-
rem testados para interromper mecanismos de invasdo celular em todos os agentes de
FMA investigados, em conjunto com a proteina membranar do locus B e a VirB3, am-
bas relacionadas ao sistema de secre¢éo do Tipo IV. Dentre os antigenos potenciais
para a sobrevivéncia dessas bactérias, certas porinas, proteinas de estabilizacdo de
estruturas proteicas e da membrana plasmatica, proteinas desintoxicadoras, e tanto a
subunidade beta do complexo F1 da ATPase, como uma hidrolase alfa/beta estiveram
conservados e sdo merecedores de investigacdo, na eventualidade de poderem gerar
resposta que lese a bactéria por desequilibrios osmético, ibnico e estrutural.

Considerando explorar dados 6micos complementares de certos carrapatos e agen-
tes de FMA, ainda podem existir antigenos locais intraespecificos a serem desvenda-
dos. Dessas proteinas, assim como encontrado aqui, muitas podem ter sido estudadas
apenas em outros organismos ou suas funcdes podem ser desconhecidas. Mesmo di-
ante de regides alergénicas, pretendemos selecionar epitopos em regides adjacentes,
para gerar estruturas proteicas mescladas por peptideos do agente e vetor correspon-
dente. Como vacinas multiepitopos, poderao ser testadas em ensaios de bancada.
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