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RESUMO

LANDULFO, Gabriel Alves. Analise transcritdmica do intestino de fémeas

ingurgitadas de Ornithodoros mimon (Acari: Argasidae). 2016. 69p. Tese
(Doutorado em Ciéncias Veterinarias, Parasitologia Veterinaria). Instituto de Veterinaria,
Departamento de Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2016.

Ornithodoros mimon é um carrapato argasideo parasita de quirdpteras, aves e marsupiais,
além de ser bastante agressivo aos humanos. O conhecimento dos transcritos presentes
no intestino dos carrapatos auxilia no entendimento do papel de moléculas vitais no
processo digestdo e na relacdo parasito-hospedeiro, além de fornecer também
informacdes sobre a evolucdo dos artrépodes hematofagos. Desta maneira, 0 presente
estudo teve como objetivo conhecer e identificar as principais moléculas expressas no
intestino de uma espécie de carrapato argasideo apds o repasto sanguineo, através de uma
andlise transcritbmica do intestino de fémeas ingurgitadas de O. mimon. Sessenta fémeas
foram alimentadas e dissecadas para coleta o tecido intestinal. O RNAm da amostra do
intestino foi extraido, purificado e quantificado. Esse serviu de molde para sintese do
cDNA, que foi utilizado no pirosequenciamento. O transcritoma foi obtido através do
método de montagem de novo do cDNA do tecido intestinal. Identificou-se 2235
sequéncias consensos (contigs) ou transcritos, dos quais 1729 apresentaram similaridade
(hit) com sequéncias dos bancos de dados, enquanto que 506 ndo tiveram nenhuma
similaridade. Os transcritos foram anotados e agrupados conforme as fungdes bioldgicas
atribuidas as eles no processo de anotacdo génica. Atividade catalitica, adesdo e transporte
foram as funcdes mais representativas com 780, 709 e 106 transcritos, respectivamente.
Em uma analise ndo automatizada, os transcritos foram subcategorizados em 31
categorias. As categorias mais representativas foram desconhecido, atividade catalitica e
transportadores-canais. Identificamos 103 transcritos digestivos associados a digestcao
de proteinas (67), carboidratos (19) e lipidios (17). Proteinases das classes serino,
cisteine, aspartica e metalo representaram as enzimas atuantes na digestdo intracelular do
constituinte proteico do repasto sanguineo. Genes associados com o transporte
(hemelipoglicoproteina) e estocagem (ferritina) dos nutrientes resultantes da digestdo
foram encontrados bem expressos no trato digestivo. Registrou-se pela primeira vez a
presenca de uma cisteina peptidase do tipo catepsina O em carrapatos. Foram depositados
no banco de dados génico publico 2213 transcritos de O. mimon. A analise filogenética
das peptidases revelou que a maioria das proteinases de O. mimon é proxima aos genes
codificadores de proteinases de carrapatos. Transcritos de catepsinas L de O. mimon
parecem ter divergido de ancestrais recentes diferentes. A inferéncia filogenética baseada
em conjunto de dados transcritos homologos tem uma resolucdo topoldgica similar a de
outros conjuntos de dados, como genoma mitocondrial e sequéncias nuclear de RNA
ribossémico (rRNA). Os achados obtidos no presente estudo podem contribuir para
compreensdo dos importantes processos dos carrapatos argasideos, como digestao,
nutricdo e imunidade, além de fornecer informacGes sobre a filogenia dos carrapatos.

Palavras-chave: transcritoma, intestino, Argasidae



ABSTRACT

LANDULFO, Gabriel Alves. Gut transcriptome analysis on engorged females

of Ornithodoros mimon (Acari: Argasidae). 2016. 69p. Tese (Doutorado em
Ciéncias Veterinarias, Parasitologia Veterinaria). Instituto de Veterinaria, Departamento
de Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ,
2016

Ornithodoros mimon is an argasid tick that parasitizes bats, birds and opossums and is
also aggressive towards humans. It inhabits some countries in the Neotropical region.
Knowledge of the transcripts present in the tick gut helps in understanding the role of
vital molecules in the digestion process and parasite-host relationship, while also
providing information about the evolution of arthropod hematophagy. Thus, the present
study aimed to ascertain the main molecules expressed in the gut of argasid ticks after
their blood meal, through analysis on the gut transcriptome of engorged females of O.
mimon. Sixty females were fed and dissected to extract the gut tissue. The transcriptome
was obtained through pyrosequencing and the de novo assembly method on mRNA of the
gut tissue. We identified 2,235 contigs, of which 1,729 matched database sequences,
while 506 did not present any hits. The transcripts were annotated and grouped according
to their biological function. Catalytic, binding and transporter activity were the most
representative functions, accounting for 780, 709 and 106 contigs, respectively. The
transcripts were classified into 31 categories, using both bioinformatics and data curation
practices. The most representative categories were, respectively, unknown, catalytic
activity and transporter channels. One hundred and three (103) digestives transcritps
associated to digestion of proteins (67), carbohydrates (19) and lipid (17) were identified
in the transcriptome analysis. Peptidases associated with hemoglobin digestion, such as
serine, cysteine, aspartic protease and metalloenzymes, were identified in the gut of the
engorged females. Genes associated with transport (hemelipoglycoprotein) and storage
(ferritin) of nutrients resulting from hemoglobin digestion, such as heme, were also found
in the digestive tract. The presence of a cathepsin O-like cysteine peptidase was recorded
in ticks, for the first time. Two thousand and two hundred thirteen (2213) transcripts were
deposited to the Transcriptome Shotgun Assembly (TSA) portal of the NCBI.The
phylogenetic analysis on the peptidases confirmed that most of them are clustered with
other tick genes. Genes for cathepsin L in O. mimon appear to have diverged from other
more common recent ancestors. The topology of the phylogenetic inferences, based on
transcripts of inferred families of homologues, was similar to that of previous reports
based on different datasets, such as mitochondrial genome and nuclear rRNA sequences.
Our findings may help towards better understanding of important argasid metabolic
processes, such as digestion, nutrition and immunity.

Key words: transcriptome, gut, Argasidae
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P. MED. DIV = diverticulo péstero

pb = pares de base

PBS = phosphate buffered saline salution (salugéo salina tamponada com
fosfato)

PCR = Polymerase Chain Reaction (reacdo em cadeia da polimerase)
PPi = composto de pirofosfato

RGD = Rat Genome Database

RNA = acido ribonucleico

RNAIlater = RNA Stabilization Solution (solucéo de estabilizacdo do RNA)
RPKM = Reads per kilobase transcript per million reads

rRNA = RNA ribossomal

SRA = Sequence Read Archives

STOM = estdbmago

TAI = Tick Adhesion Inhibitor (inibidor de adesdo de carrapatos)
TSA = Transcriptome Shotgun Assembly Sequence Database

UniprotKB = Universe Protein Resource Knowledgebase

ZFIN = The Zebrafish Model Organism Database



LISTAS DE TABELAS

Tabela 1. Analise das sequéncias, montagem e submissdo dos contigs do intestino de
fémeas ingurgitadas de O. MIMON.........ccuiiiiiiiiiriee e 29

Tabela 2. Categorizagdo dos transcritos obtidos do intestino de fémeas de O. mimon
conforme a fungao bioldgica atribuida. .........ccoevriiiiiiiec s 32

Tabela 3. Transcritos do trato digestivo de O. mimon que possuem altos niveis de
expressao génica (RPKM), totalizando 50 CONLIQS......c.cvveveeieeieirieiieseee e 32



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Distribuicdo de registro de ocorréncia da espécie Ornithodoros mimon no
Brasil. Os simbolos de formato de triangulo correspondem as localidades de Tiradentes e
Vespasiano em Minas Gerais e de Mato Grosso do Sul, o circulo corresponde ao muncipio
de Araraquara em S&o Paulo, o quadrado refere-se ao achado de Sitio d” Abadia em Goias,
as estrelas referem-se aos municipios de Touros e Natal em Rio Grande do Norte,
enguanto que estrela de quatro pontas corresponde ao registro de Ipojuca em Pernambuco.

Figura 2. Ciclo biolégico de Ornithodoros mimon em condicGes de laboratorio. Fonte:
LANDULRFO, 2012....c.cciiiiieieiesiesieesie ettt sse sttt st tenesseseeseenessenens 8

Figura 3. Anatomia do trato digestivo de um carrapato da familia Argasidae pertencente
ao género Ornithodoros. ANT. MED. DIV.= diverticulo antero-mediano; ANT. LAT.
DIV.= diverticulo latero-mediano; ANT. DIV.= diverticulo anterior; AO. = aorta;
STOM.= estdbmago ; HT.= coracdo; LAT. DIV.=diverticulo lateral; P. LAT. DIV.=
diverticulo péstero-lateral; P. MED. DIV.= diverticulo pdstero-mediano. Fonte: REAST
OSSR 10

Figura 4. Esquema do magquinario digestivo da hemoglobina e a agregacdo do heme,
proposto por Horn et al. (2009) e Sojka et al. (2013). Peptidases envolvidas na digestao,
catepsinas D, B, C e L (CatD, CatB, CatL, CatC), legumainas (AE), leucina-
aminopeptidase (LAP), serino carboxipeptidase (SCP). AMP representa peptideos
antimicrobianos (hemocidinas) que sdo derivados a partir da molécula de hemoglobina.
As enzimas estdo coloridas de acordo com os tipos de proteinases: vermelho = peptidases
asparticas, azul = legumainas, verde = catepsinas e preto serino e metalo peptidases.
Fonte: SojKa et al. (2013). ...covioiiiieceee e 12

Figura 5. Fémea de Ornithodoros mimon dissecada, expondo os 6rgdos internos do
carrapato. A visualizacdo foi realizada em microscopio estereoscépico da marca Nikon
SMZ 745T. Em destaque o intestino, indicado pela seta branca. ............c.ccccceceeveiieennens 24

Figura 6. Dinamica ilustrativa do sequenciamento na plataforma 454. Resumidamente o
sequenciamento é dividido em trés fases: (a) preparo amostra, (b) PCR em emulséo e (c)
Sequenciamento. (a) O DNA ¢ fragmentado aleatoriamente e ligado a adapatadores A e
B em suas extremidades. (b) os fragmentos com os adaptadores sdo ligados as
microsesferas magnéticas por meio do pareamento com sequéncias curtas
complementares presentes na superficie da microesfera. Apenas um Unico tipo de
fragmento se liga a uma determinada microesfera. As microesferas sdo envolvidas
individualmente por goticulas oleosas, nas quais ocorrem a PCR em emulsdo. Milhares



de cdpias do fragmento alvo sdo produzidas na amplificacdo. (c) as microesferas ligadas
as sequéncias alvo fita simples sdo capturadas individualmente em pogos no suporte de
sequenciamento. S&o fornecidos os reagentes para a reacdo de pirosequenciamento, e 0
sinal de luz emitido € identificado a cada base incorporada, em cada poco de
sequenciamento. Fonte: CARVALHO; SILVA, 2010).....cccccieiiiieiieieee e 25

Figura 7. Gréafico de barras representando o resultado do BLAST (BLASTX hits) e da
anotacéo, realizado pelo programa BLAST2GO.........cccccveveiieieiie e 30

Figura 8. Grafico de barras representando as principais atividades funcionais atribuidas
A0S CONLIGS PEIO B2G. ... 31

Figura 9. Comparacédo das sequéncias de catepsina O no alinhamento da regido motivo
do sitio ativo da protease tiol de eucariotos. O simobolo asterisco (*) representa 0s residos
de aminoéacidos conservados e idénticos entre as SEQUENCIAS. .........cccuevvverveieeireereesieenne 37

Figura 10. Arvore Filogenética de peptidases. Comparacéo filogenética de peptidases de
O. mimon com as proteinases selecionadas que tiveram hit na busca do BLAST. A arvore
foi construida usando 0 método de maxima verossimilhanca e o alinhamento multiplo das
sequéncias de aminoacidos de peptidases. Os ramos de coloracdo verde e azul claro
representam as cisteinas peptidases, enquanto que os ramos azul, vermelho e laranja sdo
as proteinases aspartica, metalo e serino, respectivamente. Em preto estdo destacadas as
peptidases de O. mimon. O método de enraizamento foi 0 de midpoint. ....................... 43

Figura 11. Relacdo filogenética de carrapatos baseado em 425 arvores de méaxima
verossimilhanca dos transcritos homologos dos carrapatos, construido no MulRF....... 44



SUMARIO

R (0] 5100710 T 1
2 OBIETIVOS ...ttt ettt sttt bbbt s et e ne st s 2
2.1 GRIAL.....oiiitiiiee bbb bbb 2
2. 1.1 ESPECITICOS ..vvveitiecteeie ettt ettt ettt ettt e e ae e re e reenee e 2
3 REVISAO LITERARIA ..ottt 3
3.1 Familia Argasidae, aspectos taXONOMICOS .........ecvereerreerieseerieereseesieeeeseeseeeneens 3
3.2 ESPECIE O. MIMON ...ttt et et e e te e s te e aeenaesraeseeenee e 6
3.2.1 Importancia médica e veterinaria de O. MIMON .......cccoevevieriiieieere e 7
3.2.2 Ciclo biologico de O. MIMON ......cueiieiicie e 7
3.3 Anatomia do canal digestivo de carrapatos argasideos..........cocooeerereenerenenennnn. 8
3.4 Processo digestorio de carrapatos argasideos ........cccovierveerereeeninenieeseseeeseseens 9
3.5 Digest&o proteolitica do repasto SANQUINEO ........cccoveirerieirerieinenee e 9
3.6 Enzimas proteoliticas da digestdo do repasto sanguineo dos carrapatos.............. 12
KN I = STod (0] S SR 14
3.8 Sequenciamento de RNA (RNA sequecing ou RNASEQ) .....ccovvverrererienienienenienns 15
3.9 Bioinformatica: analise e montagem (assembly) ........ccccooveriiniinininereeeee, 17
3.10 Transcritoma de Carrapatos .........c.eiererieierieiente ettt sbe e 18
3.11 Inferéncia filOgENALICA ......c.voueieiieiee e 21
A MATERIAL E METODOS ...ttt 23
4.1 Origem d0S CAMTAPALOS ......covervirverieriesiisieeieeieie ettt sttt b e bbb 23
4.2 Colbnia de Ornithodoros MIMON .........ccueiiiiieiee e 23
4.3 Dissecacdo dos carrapatos e extracao dos OrgaosS.........ccecvevvereerieerveseesieereeseeenas 23
4.4 Purificacdo do RNA mensageiro (MRNA) ..o 24
4.5 Quantificagdo dO MRNA.........c e 24
4.6 SEQUENCIAMENTO .....veeueiieieiteeie sttt te ettt e st e et et e e e sreeste e s e s reeteeneesnaenras 24
4.7 BIOINTOMMALICA ..ottt 26

(013 Fo o [0 RSO PT PSPPI 27
4.9 Analise filogenética de Peptidases........ccoeeveiieieeiiciie i 27
4.10 Analise filogenética de carrapatos a partir de dados de transcritos..................... 27
S RESULTADOS ..ottt sttt ettt sttt enesne e 29
5.1 Quantificacdo do MRNA das @MOSLIAS .......c.cuerieriiriiriieie e 29

5.2 Sequenciamento, tratamento das sequéncias e montagem dos contigs................. 29



5.4 Anotacdo automatizada: funcdo, ontologia génica e sublocalizagéo celular ........ 30

5.4.1 Atribuicao fUNCIONAL...........ooiviiiiicceee s 30
5.4.2 Predicdo de sublocalizagdo celular.............cccooveeiieie i 30
5.5 Categorizagao A0S CONLIGS.......ueieerueiiieieerieseeseesiesee e see s e e e e e sresnaesnaenne s 31
5.6 Transcritos de maior nivel de expressdo (RPKM) no trato digestivo de O. mimon
.................................................................................................................................... 31
5.7 Transcritos envolvidos na digestdo do repasto sanguineo e na absorcao de
L0115 0 S PO ROSPP PRSP 35
5.7.1 ENZIMAS AIgESTIVAS......ccuveieiiiiieeiesie et ste e steesee e ae e sreene e nnaenne s 35
5.7.1.1 PEPLITASES ....c.vveveeieeie ettt ettt be e ns 35
5.7.1.2 Metabolismo de carboidrato............coouvieiereiiiesesisee e 38
5.7.1.3 Metabolismo de HPidio.........cccvoiriiiiiiieiie e 39
5.7.2 Outros transcritos associados com as atividades funcionais do intestino.......... 39
5.7.2.1 Inibidor de Peptidase .........ccoveiiiiiiiieieee e 39
5.7.2.2 IMUNIUAAE ......ccveiiiieieeie ettt ae e nns 40
5.7.2.3 Metabolismo OXIdatiVO.........cccvveeiieiiie e 40
5.7.2.4 TranspPOrtadoreS-CaNAIS. ........couerueririeiirieieiesie ettt 40
5.8 FIIOGENIA ... 41
5.8.1 Filogenia de peptidases digeStiVAs ..........ccererirerenieniseeieee e 41
5.8.2 Filogenia de carrapatos: arvore de espécies construida usando conjunto de
dados de tranSCIITOMA. .......ccveieiieieeie ettt eeeneenneeeas 42
B DISCUSSAD ..ottt 45
6.1 Transcritos envolvidos nas funges do INtEStING ...........ccovvvrericieie e 46
8.2 FIIOGENIA ... bbb 48
7 CONSIDERACC)ES FINALIS Lo 50
8 CONCLUSAD.......cuuiirieeiiteteete ettt 51

9 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......ooociieeeeeee e, 52



1 INTRODUCAO

Os carrapatos compreendem um grupo de ectoparasitos hematéfagos de
importancia médica e veterinaria, pois podem atuar como vetores de organismos
patogénicos e causar lesdes, injurias ou irritagdo nos hospedeiros. Esses acarinos sdo
dotados de estratégicas e mecanismos que possibilitam o parasitismo e 0 hematofagismo,
como a presenca de anticoagulantes, antiplaquetarios e moduladores do sistema imune na
saliva do carrapato; e/ou de peptidases, moléculas carreadoras e proteinas da imunidade
inata no intestino.

Recentes estudos visam a elaboracéo de novos métodos de controle de carrapatos,
pois os tradicionais estdo cada vez menos eficazes, gerando linhagens resistentes. Dentre
esses metodos, destacam-se atualmente o uso de moléculas alvo ou recombinantes para a
criagdo de vacinas ou drogas que possibilitam o blogqueio da sobrivivénvia e do
desenvolvimento dos carrapatos. Desta maneira, conhecer os constituintes moleculares
vitais para o carrapato, como genes e/ou proteinas, tornou-se meta de diversos trabalhos.

Trabalhos esses que buscam conhecer e compreender o papel das moléculas
envolvidas na relacdo carrapato-hospedeiro ou carrapato-patdgeno, além de buscarem
moléculas de interesse biotecnoldgico e farmacolégico que tem potencial para a
elaboracdo de novos metodos de controle. O contexto evolutivo dos organismos
hematofagos € outra abordagem de destaque nos estudos, pois com o advento da filogenia
molecular, as inferéncias evolutivas dos genes e das proteinas auxiliam na compreensdo
do comportamento hematofagico dos artrépodes. Além disso, 0 conhecimento sobre 0s
constituintes do processo digestivo dos carrapatos € ainda bastante escasso,
principalmente referente aos membros da familia Argasidae.

Estudos sobre os genes e proteinas de importantes 6rgaos dos carrapatos, como
glandula salivar, intestino, ovario e corpo gorduroso, vém sendo abordados em diversos
trabalhos. Esses 0Orgdos sdo coletados e processados por métodos moleculares e
bioquimicos, e analisados em abordagens genémica, transcritbmica e protedbmica. Os
estudos visam descobrir moléculas de interresse biotecnoldgico ou simplestemente genes
com histdrias evolutivas que poderiam solucionar determinadas defini¢bes sistematicas,
filogenéticas e taxdbmicas de um grupo especifico.

Desta maneira, o presente trabalho elucida o transcritoma do intestino de uma
espécie de argasideo da fauna brasileira e neotropical, que parasita morcegos, aves,
marsupiais e humanos. Para tanto, estudamos os principais transcritos intestinais da
espécie de Ornithodoros mimon Kohls, Clifford & Jones, 1969 através de uma analise
transcritdmica dos genes identificados no intestino de fémeas ingurgitadas.



2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Estudar o perfil transcritdmico do intestino de fémeas ingurgitadas de O. mimon
Kohls, Clifford & Jones, 1969, atraves da construcao e caracterizacdo de uma biblioteca
de cDNA, obtida pela plataforma de sequenciamento de nova geracéo — 454 Roche.

2.1.1 Especificos

o Gerar um banco de dados anotado dos transcritos encontrados,
caracterizando os genes/proteinas envolvidos em processos biologicos de interesse;

o Analisar as sequéncias geradas através da ontologia génica funcional e de
localizagéo celular dos transcritos;

o Descrever e catalogar os principais transcritos intestinais;

. Identificar possiveis transcritos digestivos;

. Realizar anélises filogenéticas com o objetivo de inferir a relacdo entre

transcritos de proteinases de O. mimon e as sequéncias de peptidases depositadas nos
bancos de dados;

o Verificar a utilidade do conjunto de dados de transcritos completo para
inferir a relacdo filogenética entre os carrapatos.



3 REVISAO LITERARIA

3.1 Familia Argasidae, aspectos taxondmicos

Os argasideos diferenciam-se da familia Ixodidae tanto por caracteres
morfoldgicos, como a auséncia de escudo dorasal e posicdo ventral do gnatossoma nos
estagios pds-larvais, quanto por aspectos biologicos por terem varios instares ninfais e
ciclos gonotréficos, e caracteristicas ecoldgicas, nidicolas (VIAL, 2009). Os membros
dessas familias sdo hematofagos cujos hospedeiros englobam uma vasta diversidade de
animais vertebrados (anfibios, répteis, aves e mamiferos), incluindo o homem
(HOOGSTRAAL, 1985; GONZALEZ RIVAS et al., 2012; BARROS-BATTESTI et al.,
2012, 2015). Assim como os ixodideos, 0s argasideos possuem importancia médica e
veterinaria, pois podem transmitir agentes patogénicos e causar injdrias aos hospedeiros
durante a hematofagia (SONENSHINE, 1991; BARROS-BATTESTI et al., 2006).

A familia Argasidae compreende os carrapatos conhecidos popularmente como
carrapatos moles ou “soft ticks”. Diferentemente dos ixodideos que possuem uma posi¢do
taxondmica bem estabelecida, os argasideos apresentam complicagBes sistematicas e
filogenéticas que geram controversias, ou seja, a classificacdo estd em estado de
indefinicdo (NAVA et al., 2010), principalmente com relacéo ao género Ornithodoros.

Escolas taxondmicas diferentes (ocidental/oriental/francesa) divergem quanto ao
consenso da posicdo genérica dos argasideos. Segundo Estrada-Pefia et al. (2010), dois
importantes fatores contribuem para esta incerteza: primeiro, a falta de determinacéo de
caracteres morfoldgicos estaveis e confiaveis adequados para identificacdo e separacdo
das espécies, e segundo, ¢ a alta diversidade de espécies de Argasidae, que segundo Nava
et al. (2010) e Dantas-Torres et al. (2012), tem sido subestimada nas compilacdes das
chaves taxonémicas, principalmente na regido Neotropical. Outro fator que colabora para
essas complicacOes € a escassez de material adequado para analise molecular, pois faltam
exemplares de cada taxon para a colheita de DNA e realizacdo de analises moleculares
filogenéticas (LABRUNA; VENZAL, 2009). Desta maneira, diferentes classificacdes ja
foram propostas em diversos trabalhos, e todas baseadas em caracteres morfolégicos
(NAVA et al., 2010), como demonstra o esquema abaixo elaborado por Estrada-Pefia et
al. (2010):

> Classificacdo da familia Argasidae conforme Pospelova-Shtrom, 1946:
- Subfamilia: Argasinae
Géneros:
a) Argas — Subgéneros:
Persicargas Kaiser, Hoogstral and Kohls, 1964
Carios Latreille, 1796
Chiropteragas Hoogstraal, 1955
Secretargas Hoogstraal, 1957
- Subfamilia: Ornithodorinae
Géneros:
b) Otobius
c) Alveonasus Shculze, 1941 — Subgéneros:
Alveonasus
Ogadenus
Proknekalia
d) Ornithodoros — Subgéneros:
Ornithodoros
Pavlovskyella



Theriodoros
Ornamentum
Alectorobius
Reticulinasus
Subparmatus
Antricola
> Classificacdo conforme Clifford et al. 1964 complementada por Hoogstraal
1985:
- Subfamilia: Argasinae
Género:
a) Argas — Subgéneros:
Argas
Persicargas
Microargas
Carios
Chiropteargas
Secretargas
- Subfamilia: Ornithodorinae
Géneros:
b) Otobius
c¢) Ornithodoros - Subgéneros:
Proknekalia
Alveonasus
Pavlovskyella
Ornamentum
Reticulinasus
Alectorobius
Subparmatus
d) Antricola — Subgéneros:
Antricola
Parantricola
e) Nothoaspis
> Classificacdo de Argasidae conforme Camicas & Morel (1977):
- Subfamilia: Argasinae
Géneros:
a) Argas
b) Carios
c) Ogadenus
- Subfamilia: Ornithodorinae
Géneros:
a) Alectorobius
b) Alveonasus
c) Antricola
d) Parantricola
e) Nothoaspis
) Ornithodoros
g) Otobius
> Classificacéo de Argasidae conforme Komplen & Oliver (1993)
- Subfamilia: Argasinae
Género:



a) Argas
- Subfamilia: Ornithodorinae

Géneros:

a) Otobius

b) Orntihodoros

c) Carios (incluindo Carios, Chiropteargas, Alectorobius, Suparmatus,
Reticulinasus, Antricola, Parantricola e Nothoaspis).

Até meados dos anos 90, os taxonomistas da regido Neotropical adotavam a
classificacdo de Hoogstraal (1985), que reconhece cinco géneros validos, Argas Latreille,
1975; Antricola Cooley & Kohls, 1942; Nothoaspis Keirans & Clifford, 1975;
Ornithodoros Koch, 1844 e Otobius Banks, 1912. Porém, Klompen e Oliver (1993)
realizaram um estudo da sistematica e filogenia de Argasidae e propuseram um rearranjo
na classificagdo taxonémica da familia. Os géneros Antricola e Nothoaspis, assim como
alguns membros de Argas e Ornithodoros associados a morcegos (Alectorobius) foram
agrupados no subgénero Carios Latreille, elevado a género por Klompen & Oliver (1993).
Essa classificacdo foi baseada em analise filogenética de caracteres morfoldgicos,
biologia e comportamento, mas ndo incluiu a distribuicdo do hospedeiro e nem anéalises
moleculares (sequéncias de DNA) (VENZAL et al., 2008).

Horak et al. (2002) e Baker e Murell (2004) adotaram as modificaces propostas
por Klompen & Oliver (1993) em suas respectivas listas de espécies de carrapatos no
mundo. Entretanto, Estrada-Pefia et al. (2004, 2010), Guglielmone et al. (2003, 2010),
Venzal et al. (2006, 2008), Labruna et al. (2008, 2011), Labruna & Venzal (2009) e Nava
et al. (2010) ndo concordaram totalmente com o rearranjo de Klompen & Oliver (1993),
principalmente no caso da invalidacéo dos géneros Antricola e Nothoaspis. Esses autores
alegaram que, antes de invalidar os géneros, era preciso adicionar mais evidéncias como,
ciclo de vida, associacdo com o hospedeiro e taxonomia molecular nos estudos
sistematicos e filogenéticos, para consolidar a posi¢ao dos tdxons de Argasidae. Assim,
devido as complicacBes na posicao taxonémica da familia Argasidae, optei por adotar a
classificacdo antiga de Hoogstraal (1985) para as espécies de argasideos que ocorrem no
Brasil.

Na Gltima lista de carrapatos do mundo elaborada por Guglielmone et al. (2010),
a familia Argasidae estava representada por 193 espécies descritas. Porém, no decorrer
dos ultimos anos, novas espécies foram descobertas, principalmente na Regido
Neotropical, mais precisamente na América do Sul (NAVA et al., 2010; VENZAL et al.,
2012). Assim, atualmente a fauna de Argasidae é de aproximadamente 200 espécies
(NAVA et al., 2010; VENZAL et al., 2012,2013), das quais 88 pertencem a regido
Neotropical (VENZAL etal., 2012, 2013, 2015; BARROS-BATTESTI et al., 2015) e 22
ocorrem no Brasil (DANTAS-TORRES et al.,, 2009; LABRUNA; VENZAL 2009;
NAVA et al., 2010; DANTAS-TORRES et al., 2012; BARROS-BATTESTI et al., 2013,
2015).

Atualmente a fauna de argasideo da regido Neotropical compreende: Antricola (17
especies), Argas (12 espécies), Nothoaspis (2 espécies), Ornithodoros (56 espécies) e
Otobius (1 espécie) (GUGLIELMONE et al., 2010, NAVA et al., 2010, VENZAL et al.,
2012, 2013, 2015). No Brasil, as 22 espécies de Argasidae estdo distribuidas nos géneros
Argas (1), Antricola (3), Nothoaspis (1) e Ornithodoros (17) (GUGLIELMONE et al.,
2010; DANTAS-TORRES et al., 2012; BARROS-BATTESTI et al., 2013, 2015). A
espécie Otobius megnini Dlges 1884 ja foi relatada no norte Brasil (FLECHTMANN,
1973), porem Dantas-Torres et al. (2009) comentaram que este carrapato argasideo nao
se estabeleceu na fauna brasileira porque nunca mais foi encontrado no pais.



Entre os argasideos, o género Ornithodoros € o mais representativo. As 17
espécies brasileiras sdo: Ornithodoros brasiliensis Aragdo, 1923, Ornithodoros capensis
Neumann, 1901, Ornithodoros cavernicolous Dantas-Torres, Venzal & Labruna, 2012;
Ornithodoros faccinii Barros-Battesti, Landulfo & Luz, 2015; Ornithodoros fonsecai
(Labruna & Venzal, 2009); Ornithodoros hasei (Schulze, 1935); Ornithodoros jul
Schulze, 1940; Ornithodoros kohlsi Guglielmone & Keirans, 2002; Ornithodoros
marinkellei Kohls, Clifford & Jones, 1969; Ornithodoros mimon Kohls, Clifford & Jones,
1969; Ornithodoros nattereri Warburton, 1927; Ornithodoros rondoniensis (Labruna,
Terassini, Camargo, Branddo, Ribeiro & Estrada-Pefia, 2008); Ornithodoros rostratus
Aragéo, 1911; Ornithodoros rudis Karsh, 1880; Ornithodoros setosus Kohls, Clifford &
Jones, 1969; Ornithodoros stageri Cooley & Kohls, 1941 e Ornithodoros talaje (Guérin-
Méneville, 1849) (GUGLIELMONE et al.,, 2010; DANTAS-TORRES et al., 2009;
DANTAS-TORRES et al., 2012; BARROS-BATTESTI et al. 2013, 2015).

3.2 Espécie O. mimon

A espécie O. mimon ¢é parasita de Chiroptera, originalmente descrita de larvas
coletadas sobre morcegos da espécie Mimon crenulatum (E. Geoffroy) da Bolivia e
Eptesicus brasiliensis (Desmarest) do Uruguai (Kohls; Clifford; Jones, 1969). Esse
carrapato foi relatado pela primeira vez no Brasil, com base na morfologia da larva, que
foi coletada em morcegos da espécie Diphylla ecaudata Spix do Distrito Federal, em E.
brasilensis do Parand e em morcegos nao identificados do estado de S&o Paulo (VENZAL
et al., 2006; DANTAS-TORRES et al., 2009). No estado de S&o Paulo, a espécie foi
encontrada em uma residéncia no municipio de Araraguara, cujos moradores
apresentavam lesGes decorrentes das picadas de ninfas e adultos.

A redescricdo da larva bem como a descri¢do dos estagios ninfais e adulto e o
ciclo de vida de O. mimon foram publicados por Barros-Battesti et al. (2011) e Landulfo
et al. (2012, 2013).

Labruna et al. (2014) registraram seis novas localidades de quatro estados de
ocorréncia de O. mimon, como Tiradentes e Vespasiano em Minas Gerais, Sitio d’ Abadia
em Goids, Ipojuca em Pernambuco e Touros e Natal em Rio Grande do Norte (Figura 1).
Desses novos registros, cinco ocorreram em residéncias de humanos e um em ambiente
silvestre no qual 11 larvas foram coletadas em um marsupial da espécie Didelphis
albiventris Lund em uma Reserva da Floresta Atlantica em Natal-RN (LABRUNA et al.,
2014). Os registros residenciais de O. mimon foram baseados em coletas de ninfas e
adultos, que posteriormente foram identificados a nivel de espécie, pela obtencdo do
estagio larval em laboratério.

Sponchiado et al. (2015) recentemente também relataram o parasitismo de larvas
de O. mimon em marsupiais das espécies D. albiventris, Gracilinanus agilis (Bumeister,
1854) e Thylamys macrurus (Olfers, 1818), e em roedores da espécie Rhipidomys
macrucus (Gervais, 1855) do cerrado do Mato Grosso do Sul, expandindo assim o
espectro de hospedeiros para a espécie (Figura 1). No mesmo estado Mufioz-Leal et al.
(2016) registraram 4 larvas de O. mimon em morcegos da espécie Artibeus planirostris
(Spix, 1823) coletados no pantanal mato grossense. Ramos et al. (2015) registraram pela
primeira vez o parasitismo de larvas de O. mimon em aves do grupo Passariformes,
ampliando assim o leque de hospedeiros da espécie de argasideo.



Figura 1. Distribuicdo de registro de ocorréncia da espécie Ornithodoros mimon no Brasil. Os simbolos de
formato de triangulo correspondem as localidades de Tiradentes e Vespasiano em Minas Gerais e de
Mato Grosso do Sul, o circulo corresponde ao muncipio de Araraquara em Sao Paulo, o quadrado refere-
se ao achado de Sitio d” Abadia em Goias, as estrelas referem-se aos municipios de Touros e Natal em Rio
Grande do Norte, enguanto que estrela de quatro pontas corresponde ao registro de Ipojuca em
Pernambuco.

3.2.1 Importancia médica e veterinaria de O. mimon

Labruna et al. (2014) relataram que o parasitismo de O. mimon em humanos
ocorre por meio da picada dos estagios pos-larvais durante a noite, e que a presenca do
carrapato nas residéncias esta associada aos morcegos e marsupiais no sétdo ou telhado
das casas. O papel de O. mimon como transmissor de patdégenos é ainda desconhecido,
pois até 0 momento, ndo foi diagnosticado nenhum organismo patogénico nos espécimes
encontrados. Porém, a espécie € bastante agressiva, ocasionando intensas lesdes
decorrentes das picadas e € frequentemente encontrada nas residéncias (BARROS-
BATTESTI et al., 2011; LABRUNA et al., 2014).

3.2.2 Ciclo biologico de O. mimon
O estudo do ciclo bioldgico de O. mimon foi elucidado pela primeira vez em
condi¢des de laboratorio por Landulfo et al. (2012), com a utilizacdo de roedores
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(Meriones unguiculatus) e coelhos como hospedeiros. O ciclo biologico da espécie de
estudo compreende varios estagios: ovo, larva, 3 instares ninfais e adultos (macho e
fémea) (Figura 2). As ninfas e os adultos alimentam-se rapidamente nos hospedeiros, por
cerca de 10 a 40 minutos, enquanto que as larvas apresentam um perfil alimentar lento,
tipico de Alectorobius, ou seja, permanecem fixas por 4 a 9 dias nos hospedeiros
(LANDULFO et al., 2012). O primeiro instar ninfal (N1) pode eventualmente realizar
muda sem repasto sanguineo. A maturidade sexual ocorre a partir das ninfas de segundo
instar (N2), com machos emergindo preferencialmente de N2 e fémeas de N3. Apds o
repasto sanguineo e acasalamento, as fémeas colocam centenas de ovos, que passam por
um periodo de incubacédo (9-18 dias) até originarem o primeiro estagio ativo (larva). O
ciclo biologico completo da espécie leva de 146 a 175 dias em condicdes de laboratério
(Figura 2).

Larva N1

/N

\ / ),

Adulto
'[i € :} L]

Figura 2. Ciclo bioldgico de Ornithodoros mimon em condic@es de laboratdrio. Fonte:
LANDULFO, 2012.

3.3 Anatomia do canal digestivo de carrapatos argasideos

O sistema digestorio dos carrapatos cobre a maior parte da cavidade corporal e
caracteriza-se como um canal alimentar que apresenta ramificacfes, tanto na porgédo
anterior como na posterior (ROSHDY, 1961; SONENSHINE, 1991).

Segundo Grandjean e Aeschlimann (1973) o 6rgdo digestivo dos carrapatos
argasideos consiste de uma faringe e de um es6fago que abre dentro do estbmago ou
intestino médio (midgut). O estdbmago é composto de uma por¢do mediana central e por
dois pares de diverticulos anteriores e um par posterior (Figure 3) (ROSHDY, 1962). A
quantidade e divisdo dos diverticulos variam conforme a espécie (GRANDJEAN;
AESCHLIMANN, 1973).

De acordo com Roshdy (1961, 1962) os diverticulos anteriores alcangam a por¢éao
anterolateral da cavidade corporal do carrapato, enquanto que os posteriores se expandem
até a regido final do estbmago, estendendo-se lateralmente ao alcance dos 6rgdos internos,
como ovario nas fémeas e testiculos nos machos. Na superficie posteroventral do intestino
observa-se um curto tubo, o reto, que termina na abertura do saculo retal (ROSHDY,
1962). Essa ultima estrutura caracteriza-se como um 06rgdo bilobado, de parede fina,
localizado na regido mediana da porgao posterior do corpo (ROSHDY, 1962). O canal
alimentar termina em um curto e fino tubo anal, que se expande a partir da superficie
ventral do saculo retal e percorre ventralmente até o anus (ROSHDY, 1961).



3.4 Processo digestorio de carrapatos argasideos

Akov (1982) cita que em argasideos a digestdo ocorre logo apds o desprendimento
do carrapato do hospedeiro e é realizada em trés estagios. Grandjean e Aeschilimann
(1973) evidenciaram o ciclo digestivo da espécie de carrapato argasideo, Ornithodoros
moubata (Murray 1877) e o dividiram nas etapas | - preparacdo, Il - rapida e Il - lenta,
baseando-se em mudancas histoldgicas observadas no tecido intestinal. Apos o repasto
sanguineo, inicia-se fase I, que € caracterizada pelo alongamento da camada de células
epiteliais do intestino médio (midgut), pela hemolise no Iimen intestinal e pela perda de
peso devido a secrecdo de fluidos das glandulas coxais (GRANDJEAN;
AESCHILMANN, 1973; AKQOV, 1982). A digestdo propriamente dita inicia-se na fase
Il com o crescimento das células digestivas ativas que emitem saliéncias ou
prolongamentos para a fagocitose das celulas sanguineas do hospedeiro, como o0s
eritrocitos, resultantes da hemolise no lumen intestinal (GRANDJEAN, 1983). Esta fase
é também caracterizada pela rapida perda de peso tanto em fémeas virgens como nas
maduras (GRANDJEAN; AESCHILMANN, 1973) e pela eliminacdo de residuos
indigestiveis (AKOV, 1982).

A atividade digestiva completa-se na terceira fase (I11-lenta) e € caracterizada pela
taxa lenta de digestdo durante a qual o carrapato pode permanecer por um longo periodo
de jejum, e pela presenca de numerosas células salientes contendo vacuolos ou
fagossomos com hemoglobina (AKOV, 1982; GRANDJEAN, 1982). Conforme
Grandjean (1984), o processo digestivo dos carrapatos € intracelular dentro das células
epiteliais digestivas do intestino médio e inicia-se com a fusdo de lisossomos primarios
aos fagossomos que possuem enzimas para a digestdo proteolitica dos componentes
proteicos do repasto sanguineo, como a hemoglobina.

3.5 Digestédo proteolitica do repasto sanguineo

O sangue do hospedeiro é uma rica fonte proteica para o carrapato, pois ele fornece
nutrientes esséncias para 0s processos biologicos, como a ecdise, vitelogénese e producgao
dos ovos (HORN et al., 2009). E dentre os constituintes do sangue, a hemoglobina e a
albumina s&o as principais fontes nutritivas para os carrapatos, embora a quantidade de
hemoglobina seja maior que a de alboumina (KOH et al., 1990; HORN et al., 2009).

Os carrapatos, como ectoparasitos hemat6fagos, possuem um repertorio proteico
destinado a manutencdo e digestdo dos constituintes do repasto sanguineo, como a
hemoglobina (HORN et al., 2009; FRANTA et al., 2010). Diferente dos demais
artropodes hematofagos, a digestdo do repasto sanguineo dos carrapatos € intracelular,
ocorrendo dentro de vesiculas lisossomais digestivas (dotadas de enzimas proteoliticas)
das células epiteliais do intestino, que resultam na formacdo de oligopeptideos,
dipeptideos e aminoacidos livres, que sdo liberados para o citoplasma da célula e
utilizados para os processos biologicos (SONENSHINE, 1991; SOJKA et al., 2013).

Bogin e Hadani (1973) avaliaram a atividade enzimética da digestdo do repasto
sanguineo da espécie Hyalomma excavatum Koch, 1844 e verificaram que o pH 6timo de
atuacdo das proteinases do intestino, durante a digestdo, € 2,9, com uma amplitude ideal
de atuacdo entre 2,8 a 3,2. Akov et al. (1975) também verificaram a acdo 6tima enzimatica
proteolitica no intestino de fémeas de Ornithodoros tholozani (Laboulbéne and Mégnin,
1882) em pH &cido (2,7 a 3,3), afirmando que a atividade diminui com o aumento do pH,
ou seja, as enzimas proteoliticas atuantes na digestdo ocorrem em pH acido. Ambos
trabalhos suspeitavam da presenca de catepsinas (principalmente a catepsina D) na
digestdo do repasto sanguineo, devido ao pH é&cido de atuacdo destas enzimas
proteoliticas.
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Figura 3. Anatomia do trato digestivo de um carrapato da familia Argasidae pertencente ao género
Ornithodoros. ANT. MED. DIV.= diverticulo antero-mediano; ANT. LAT. DIV.= diverticulo latero-
mediano; ANT. DIV.= diverticulo anterior; AO. = aorta; STOM.= estdmago ; HT.= coragdo; LAT.
DIV .=diverticulo lateral; P. LAT. DIV.= diverticulo postero-lateral; P. MED. DIV.= diverticulo pdstero-
mediano. Fonte: REAST 1971.

Grandjean (1984) estudou a digestdo do repasto sanguineo em O. moubata e
identificou a atividade de proteases lissosomais em ambiente acido. O mesmo foi
observado por Koh et al. (1990) para a espécie Haemaphysalis longicornis Neumann,
1901. Hatta et al. (2006, 2009), Boldbaatar et al. (2006), Miyoshi et al. (2008) e Yamaji
et al. (2009) também identificaram a atividade de proteinases, como leucina
aminopeptidase, serinos e cisteinas peptidases no trato digestivo de H. longicornis.
Mendiola et al. (1996) e Kongsuwan et al. (2010) caracterizaram a atividade proteolitica
em pH &cido no intestino de fémeas de Rhipicephalus microplus (Canestrini, 1888), por
meio de analises bioquimica e protedbmica, e identificaram proteinases como as catepsinas
L e B, legumainas, aminopeptidases e metalopeptidases.

Sojka et al. (2007, 2008, 2012 e 2013) também identificaram a atividade de
legumainas e catepsinas (B, C, D e L) no intestino de Ixodes ricinus (Linneaus, 1758),
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enguanto que Horn et al. (2009) encontraram, na mesma espécie, peptidases do grupo da
leucina aminopeptidase e carboxipeptidase, além das endopeptidases citadas
anteriormente. Anderson et al. (2008) realizaram um estudo transcritbmico do intestino
médio de Dermacentor variabilis (Say, 1821) e encontraram enzimas proteoliticas de
diferentes classes, como serinos, cisteinas, aspartica e metalopeptidase.

Lara et al. (2005) elucidaram o caminho intracelular da digestdo do repasto
sanguineo e sugeriram a existéncia de um receptor especifico para hemoglobina na
superficie das células digestivas de carrapatos. Esses autores verificaram que a
hemoglobina é digerida em grandes vesiculas, enquanto que albumina é associada a
pequenas vesiculas. Além disso, observaram que a digestdo da hemoglobina gera
conteudos prostéticos férricos (exemplo, heme) que sdo acumulados e agregados dentro
de organelas especificas, denominadas de hemossomos, que evita a desintoxicacdo das
células digestivas.

Segundo Horn et al. (2009) a degradacéo inicial da hemoglobina no processo
digestivo dos carrapatos é realizada principalmente pela catepsina D, que tem como
enzimas auxiliares as proteinases catepsina L e legumaina (Figura 4). Por outro lado, as
catepsinas C e B clivam os fragmentos de hemoglobina da degradacdo inicial em
dipeptideos (Figura 4) (SOJKA et al., 2008). Sojka et al. (2011) reportaram que a
catepsina B é o componente mais abundante no maquinario hemoglobinolitico de I.
ricinus, atuando na clivagem dos grandes fragmentos peptidicos e oligopeptidicos de
hemoglobina. As demais peptidases, como metalo e serino peptidases, ainda nao tiveram
o papel digestivo desvendado, porém sdo frequentemente encontradas expressas em
carrapatos e reguladas pelo repasto sanguineo (ANDERSON et al., 2008; HORN et al.,
2009). Hatta et al. (2006, 2009) identificaram e caracterizaram a peptidase leucina
aminopeptidase nas células epiteliais digestivas do intestino de H. longicornis, e
concluiram que esta enzima é atuante no maquinéario de digestdo da hemoglobina. Horn
et al. (2009) citam que serino carboxipeptidase e aminopeptidase podem participar na
liberacdo de aminoécidos livres. Oleaga et al. (2015) exploraram o proteoma do intestino
de Ornithodoros erraticus Lucas, 1849 e identificaram 15 proteinas com atividade de
peptidase das classes serino, cisteina, aspartica e metalo, evidenciando a participacdo
dessas enzimas na digestdo do repasto sanguineo.

Recentemente, Sojka et al. (2015) compararam a degradacao proteolitica do soro
de albumina e da hemoglina no interior das células intestinais de I. ricinus, e evidenciaram
diferencas e similaridades entre os processos digestérios dos componentes proteicos
sanguineos. Ambos compostos proteicos sao degradados em condi¢fes acidas por um
conjunto de proteinases dos tipos cisteina e aspartica, sendo a albumina
predominantemente digerida por catepsinas. A principal diferenca entre 0s processos
digestivos € a auséncia do acimulo de heme nos hemossomos na digestdo da albumina
(SOJKA et al., 2015). Desta maneira, atualmente compreende-se que a digestdo proteica
dos carrapatos é realizada por um conjunto de enzimas proteoliticas de diferentes classes
de peptidases (SOJKA et al., 2015; OLEAGA et al., 2015).

Apesar da maioria dos trabalhos reportar que a digestdo do repasto sanguineo é
obrigatoriamente intracelular (GRANDJEAN; AESCHILMANN, 1973; BOGIN;
HADANI, 1973; GRANDJEAN, 1982; GRANDJEAN, 1984; AGBEDE; KEMP, 1985;
KOH et al., 1989,1990; SONENSHINE, 1991), ha indicios da possibilidade de que
digestdo possa iniciar no limen intestinal do intestino médio dos carrapatos (MIYOSHI
et al., 2008; SHANBAKY et al., 2011). Miyoshi et al. (2008) caracterizaram serinos
peptidases intestinais de H. longicornis (HISP 1, 2 e 3) com atividade 6tima em pH neutro
a alcalinos, que é semelhentae ao pH do Iumen intestinal dos carrapatos, sugerindo entdo
gue essas proteinases sao secretadas para agirem no limen. Resultados semelhantes foram
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observados por Alim et al. (2008) que identificaram a atividade catatlitica 6tima de uma
legumaina intestinal de H. longicornis (HILgm2) em pH 7, e por Shanbaky et al. (2011)
que verificaram a existéncia de atividade proteolitica do limen intestinal de O. erraticus
apos o repasto sanguineo. Porém, esses autores sugerem a necessidade mais investigacoes
para a melhor compreensédo do processo digestivo protelitico do repasto sanguineo.

Embora ainda pouco conhecido, o intestino dos carrapatos possui um repertorio
enzimatico para outros constituintes do repasto sanguineo, como os carboidratos
(MORET]I et al., 2013). Moreti et al. (2013) identificaram atividade de carboidrases no
instestino de Amblyomma sculptum (citado como Amblyomma cajennense), apontando
quitinase, glucosaminidase e alfa-fucosidase como as principais enzimas atuantes na
digestdo dos carboidratos do repasto sanguineo, que ocorreria no limen intestinal,
diferentemente da digestdo intracelular das proteinas.

i%r Hemoglobin
P
#,,ff”’ CatD + AE + Catl
|| il f-
== -
Heme Large fragments
CatB (+ CatL)
.- — 11111
%ﬁ-’ﬁﬁ?ﬁ Small fragments
o CatC + CatB
Heme {and LAP + SCP)
aggregates
Dipeptides (and amino acids)

Figura 4. Esquema do maquinario digestivo da hemoglobina e a agregacéo do heme, proposto por Horn et
al. (2009) e Sojka et al. (2013). Peptidases envolvidas na digestdo, catepsinas D, B, C e L (CatD, CatB,
CatL, CatC), legumainas (AE), leucina-aminopeptidase (LAP), serino carboxipeptidase (SCP). AMP
representa peptideos antimicrobianos (hemocidinas) que sdo derivados a partir da molécula de
hemoglobina. As enzimas estdo coloridas de acordo com os tipos de proteinases: vermelho = peptidases
asparticas, azul = legumainas, verde = catepsinas e preto serino e metalo peptidases. Fonte: Sojka et al.
(2013).

3.6 Enzimas proteoliticas da digestdo do repasto sanguineo dos carrapatos

As enzimas proteoliticas intestinais dos carrapatos apontadas como participantes
do processo digestivo da hemoglobina sdo pertencentes aos quatro tipos de classes de
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peptidases, como serino, cisteina, aspartico e metalo (SOJKA et al., 2011, 2013). Essas
sdo definidas pelo tipo de aminoacido que constitiui o sitio ativo das enzimas (TERRA et
al., 2012).

Segundo Sojka et al. (2011) a rede de proteinases digestivas dos carrapatos é
baseada principalmente na acdo das cisteinas peptidases, como catepsinas B, C e L e
legumainas (asparaginil endopeptidase). Essas catepsinas séo hidrolases lisossomais que
pertencem a familia das papainas (C1), que em sua maioria sdo enzimas proteoliticas do
tipo endopeptidase, pois clivam as regides ndo-terminais das ligacOes peptidicas
(BARRET; RAWLINGS, 1996; BARRET; MACNOLD, 1986). Enquanto que as
legumainas pertencem a familia C13 das cisteinas peptidases e também clivam as ligacbes
peptidicas atraves da adicdo de agua (hidrolases) (codigo enzimatico 3.4.22.34)
(BARRET; RAWLINGS, 1996).

Catepsina B (codigo enzimatico 3.4.22.1) € o componente mais abundante no
maquinario digestivo de I. ricinus e tem um pH 6timo de atividade catalitica entre 5,5 a
6,0 (Sojka et al., 2013). Essa proteinase foi identificada e caracterizada pela primeira vez
no tecido intestinal de I. ricinus por Sojka et al. (2008), que a nomeram como IrCB.
Segundo Horn et al. (2009) a catepsina B exerce a dupla atividade proteolitica de
endopeptidase e peptidil dipetidase para gerar pequenos fragmentos de peptideos e para
remover o terminal carboxilico dos dipeptideos.

A catepsina L (codigo enzimatico 3.4.22.15) é uma endopeptidase lisossomal
intestinal que preferencialmente cliva ligacGes peptidicas com residuos de aminoacidos
hidrofobicos (TERRA et al., 2012). Mendiola et al. (1996) descreveram a atividade de
catpesina L no intestino de R. microplus e Renard et al. (2000) clonaram e caracterizaram
essa proteinase na mesma espécie de carrapato, e verificaram que o pH 6timo de atividade
da enizma proteolitica é de 5,5. Sojka et al. (2008) idenficaram cDNA de catepsinas L no
intesino de 1. ricinus e 0 nomearam como IrCL. Sojka et al. (2013) citam que a catepsina
L é o segundo maior contribuidor na formacdo de fragmentos da clivagem da
hemoglobina.

A catepsina C é caracterizada como uma dipeptidase que nos carrapatos atua na
clivagem dos fragmentos de hemoglobina em dipeptideos (SOJKA et al., 2013).
Conforme Sojka et al. (2008) essa catepsina é denominada também como uma dipeptidil
dipeptidase | (codigo enzimatico 3.4.14.1), e 0 seu pH 6timo de atuacéo é similiar ao da
catepsina B (HORN et al., 2009).

O outro tipo de enzima proteolitica bem conhecido por atuar no sistema digestivo
dos carrapatos é o grupo de peptidase aspartica, tendo como principal representante a
catepsina D. Essa enzima € uma endopeptidase (codigo enzimatico 3.4.23.5) pertencente
a familia das pepsinas (A1), que tem sido encontrada somente em organismos eucariotos
(RAWLINGS; BARRETT, 1993). Nos carrapatos, diversos autores ja identificaram e
caracterizaram a atividade desta proteinase aspartica no intestino de carrapatos, como,
Bogin e Hadani (1973) no tecido intestinal de H. excavatum, Akov et al. (1975) em O.
tholozani, Grandjean (1984) em O. moubata, Mendiola et al. (1996) em R. microplus,
Boldbaatar et al. (2006) em H. longicornis, Sojka et al. (2008) em 1. ricinus e Oleaga et
al. (2015) em O. erraticus. Horn et al. (2009) caracterizram a atividade proteolitica de
catepsina D e verificaram que o pH 6timo de atuacéo dessa peptidase é 4.

As serino e metalo proteinases, como carboxipeptidases e aminopeptidases
respectivamente, como ja citada anteriormente, sdo frequentemente encontradas no trato
digestivo dos carrapatos, porém os seus reais papeis na digestdo ainda estdo na base da
especulacdo (ANDERSON et al., 2008; HORN et al., 2009).
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3.7 Transcritoma

Transcritoma € area da génomica funcional que aborda o conjunto completo de
transcritos (RNAs) de uma célula, tecido ou organismo, como RNA mensageiro (RNAmM)
e 0s RNAs néo codificantes (WANG et al., 2009; MOROZOVA et al., 2009). Segundo
Costa et al. (2010) os objetivos das andlises transcritdbmicas sdo descobrir, identificar,
caracterizar e catalogar o material génico dos diferentes tipos de células e tecidos em
diferentes condigdes ou estégios fisioldgicos e pataldgicos, determinando assim o padrao
de expressao génica.

Os estudos transcritbmicos buscam conhecer quantiviamente e qualititivamente
os transcritos de células procariotas e eucariotas, e as suas aplicacbes vao desde da
identificacdo de produtos génicos e moléculas regulatdrias de processos pataldgicos
(como células tumorais e cancegirinas), por meio da descoberta de mutacdes,
polimorfismos, rearranjos estruturais, mapeamento e anotacdo genémica; até a descoberta
de potenciais moléculas de interesse biotecnolégico ou farmacologico (SHENDURE; JI,
2008; OZSOLAK; MILOS, 2010; GRADA; WEINBRECHT, 2013). Pois o
conhecimento sobre as moléculas expressas possibilita compreender os elementos
funcionais do genoma e revelar os constituintes moleculares de diferentes unidades
teciduais ou celulares (WANG et al., 2009).

Diversas técnicas ja foram desenvolvidas para verificar a abundéncia de
transcritos em células ou tecidos, e essas incluem desde métodos de hibridizacdo ao
sequenciamento (WANG et al., 2009). A técnica pioneira para analise de RNAs é
Northern blot, que se caracteriza por um método que utiliza sondas radiotivas
hibridizantes complementares aos transcritos de interesse para avaliar a expressao génica
(ALWINE et al., 1989). Esta abordagem cientifica de verificacdo da abundéancia de
transcritos requer o uso de radiotividade e grandes quantidades de RNA para a analise,
porém tem um rendimento menor que dos métodos mais avangados (MOROZOVA et al.
2009).

A reacdo de cadeia de polimerase de transcricao reversa (RT-PCR) também avalia
expressdo génica, porém requer uma menor quantidade de RNA e tem melhor rendimento
(BECKER-ANDRE; HAHLBROCK, 1989). A técnica basea-se na identificacdo dos
transcritos através da sintese de DNA complementar (cDNA) (constituido a partir da
molécula de RNA pela acdo da transcriptase reversa), na amplificacdo das maultiplas
sequéncias por meio de primers especificos e na visuzlizacdo dos fragmentos digeridos
por enzimas de restricdo em gel (NOONAN et al., 1990).

A técnica de microarranjo de DNA (DNA microarray) ou chips de DNA perdurou
por décadas nas analises de padrdo de expressdo génica, pois este método possibilitou a
caracterizacédo expressiva simultanea de milhares de transcritos conhecidos (SCHENA et
al. 1995; MOROZOVA et al. 2009). O método de microarranjo avalia e identifica o perfil
de expressdo génica através da hibridizacdo de moléculas de RNA, convertidas em
cDNA, a um arranjo (matriz) contendo sondas de DNA complementares aos genes de
interesse (DUGGAN et al., 1999). A deteccdo da expressao ocorre pela incorporacao de
corantes fluorescentes as moléculas de cDNA durante a transcricdo reversa, que sdo
excitadas por meio de um laser para a emissdo de fluorescéncia que € detectada e
anslisada computacionalmente (DUGGAN et al., 1999). Embora eficiente, a técnia de
microarranjo apresenta algumas limitagbes, como a necessidade de conhecer 0 a
sequéncia gendmica, a hibridizacdo cruzada e a amplitude dindmica de detecgdo do
proprio método (WANG et al., 2009).

Como alternativa & abordagem de hidrizacdo de microarranjo para anélise do
perfil de expressédo génica, surge o sequenciamento de DNA ou RNA (DNA sequencing
ou RNA sequencing), como uma metodologia mais vantajosa e de maior rendimento, pois
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permite determinar diretamente a abundancia dos transcritos, sem o conhecimento prévio
das sequéncias (MOROZOVA et al. 2009).

3.8 Sequenciamento de RNA (RNA sequecing ou RNAseq)

A técnica de analise serial da expressao génica (Serial analysis of gene expression
— SAGE) foi a primeira alternativa em substituir o método de hidrizacao de microarranjo
para analisar o perfil de expressao génica (COSTA et al., 2010). Em termos gerais, essa
técnica basea-se na utilizacdo de sequéncias curtas de marcadores de expressdo génica
(Expressed sequence tag — EST ou tag), que possuem as informagdes suficientes para
identificar exclusivamente um determinado transcrito, uma vez que se isolou e
determinou-se a posic¢do definida do tag na sequéncia do fragmento de cDNA (transcrito)
por meio da utilizacdo de especificas endonucleases de restricdo (VELCULESCU et al.,
1995). Em seguida essas curtas sequéncias de marcadores de expressdo de diferentes
transcritos sdo concatenados pelas regides terminais, clonados para amplificacdo e
posteriormente sequénciados por sequenciadores automatizados (como o método de
Sanger), permitindo assim a mdltipla deteccdo de transcritos por reacdo de
sequenciamento (PATINO et al.,, 2002). O método SAGE é um método bastante
qualificado para mensurar a expressdo génica, pois ndo necessita do conhecimento prévio
das sequéncias, pois, os transcritos sdo medidos pelo total de tags das bibliotecas,
possuindo assim maior poder de deteccdo que os métodos de hibridizacdo (PATINO et
al., 2002). A desvantagem da técnica esta no alto custo devido ao procedimento de
clonagem, e na resolucéo de transcritos com sequéncias codificantes semelhantes, no qual
as tags néo resolveram (MOROZOVA et al., 2009).

O método de sequenciamento desenvolveu-se bastante a partir da abordagem
tradicional de Sanger (SANGER et al., 1977) no decorrer dos anos até os dias atuais,
sendo as novas tecnologias denominadas de sequenciamento de nova geracdo (Next
Generation Sequencing NGS) (COSTA et al., 2010).

Segundo Metzker (2010) o método automatico de sequenciamento de Sanger, que
se basea na utilizagdo dos nucleotideos quimicamente modificados e marcados por
moléculas fluorescentes (didesoxiribonucleotideos), € considerado como a primeira
geracgdo de tecnologia de sequenciamento. A etapa inicial do método de Sanger basea-se
na fragmentacdo do DNA, que € clonado em vetores, e posteriormente amplificados em
celulas de bactérias ou de leveduras (SANGER et al., 1977; MOROZOVA et al., 2009).
O sequenciamento ocorre em um ciclo de sequénciacdo (cycle sequencing), o qual é
contemplado pelos os ciclos de desnaturagdo da fita molde, de emparelhamento dos
primers a fita e de extensdo da cadeia da fita nova pela insersdo de nucleotideos ou
didesoxiribonucleotideos pela polimerase (SHENDURE; JI, 2008). Cada rodada de
extensdo é terminada pela insercdo dos nucleotideos modificados, resultando na geracédo
de cadeias terminadas (fragmentos). A determinacdo das sequéncias ocorre pela
separacdo electroforética dos fragmentos em um capilar com base em gel de polimero,
que sdo excitados por laser gerando a emissdo dos marcadores fluorescentes, que é
detectada pelo sequénciador e traduzida a base correspondente (SHENDURE; JI, 2008).
Atualmente a plataforma de sequenciamento que utiliza o método de Sanger gera
fragmentos de sequéncias de leitura (reads) de até 1000 bp (700-900 bp) em um
rendimento de 0.3 a 0.7 Mb/h (MOROZOVA et al., 2009).

As plataformas de sequenciamento de nova geragdo sdo amplamente aplicadas aos
estudos génomicos e transcritdmicos, em busca de conhecer as sequéncias de interesse
em diversos sistemas celulares e/ou teciduais. Com isso, o termo RNA-seq ou
sequenciamento de RNA foi empregado aos estudos transcritbmicos que pretendem
revelar e catalogar os transcritos, incluindo todos os tipos RNA, por meio de métodos de
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sequenciamento de alto-rendimento, denominados de plataformas de nova geracao, como
o0s sequenciadores do tipo 454, lllumina e Solid (WANG et al., 2009). As méleculas alvos
dos estudos transcritdmicos sao 0s RNAs, que em etapas de preparacdo do material a ser
sequénciado, sdo transformados em CcDNA através da transcricdo reversa e
posteriormente sequénciados (WANG et al., 2009).

As plataformas de segunda e terceira geracdo (como 454, Illumina, Solid, Torrent,
PacBio e Nanopore) tem como principais vantagens ao sistema tradicional de Sanger as
seguintes caracteristicas: a substituicdo da clonagem in vivo pela amplificacéo via PCR,
0 sequenciamento em paralelo através de varias sinteses, a obtencao de reads de menor
comprimento (40-250 bp) e o alto ou ultra rendimento que gera mais dados em menor
tempo e custo (MOROZOVA et al., 2009; COSTA et al., 2010; MCGETTIGAN, 2013).
Segundo Mardis (2008) os sequenciadores de nova geracdo podem levar de 8 horas a 10
dias para realizarem as corridas dependendo da plataforma, e a leitura das sequéncias
podem ser do tipo single ou paired ends. O modo de sequenciamento do tipo single ends
significa que somente um dos sentidos das fitas sequénciais € lida, enquanto que em
paired ends os dois sentidos sdo sequénciados (MARDIS, 2008; MOROZOVA et al.,
2009).

Em termos gerais os métodos de NGS para analise de transcritoma tém as
seguintes etapas: isolamento do RNA, preparacdo das amostras através da fragamentacao,
conversdo de RNA em cDNA e adicdo dos adaptadores, amplificacdo das fitas moldes,
sequenciamento e analise dos dados sequénciados (HEAD et al., 2014). As diferentes
plataformas de sequenciamento de nova geracao diferenciam-se principalmente no modo
de amplificacdo e no método quimico de leitura para obter as sequéncias de nucleotideos
das amostras (COSTA et al., 2010).

Nas plataformas comerciais de segunda geracdo, 454 e Solid, a amplificacdo por
PCR ocorre em microesferas reatoras coberta por 6leo de emulsdo, que isolam e separam
os templates ou fragmentos de cDNA em micropogos para a realizacdo das copias e
sequenciamento (MARDIS, 2008; MOROZOVA et al.,, 2009). Enquanto que em
Illumina, a geracdo das copias é realizada em ponte (bridge amplificication) na membrana
solida de amplificacdo dotada de oligonuclueotidoes complementares aos adaptadores
dos dois sentidos das fitas moldes que esta fixada (MARDIS, 2008; MOROZOVA et al.,
2009; METZER, 2010). As plataformas de terceira geragdo (Helicos e Pacific
Biosciences) ndo necessitam da etapa de amplificacdo de geracdo de copias e realizam o
sequenciamento direto de uma Unica fita de DNA (MOROZOVA et al., 2009).

As plataformas de sequenciamento de nova geracdo utilizam diferentes métodos
para a deteccdo quimica das sequéncias de DNA. Por exemplo, no sistema 454-Roche o
sequenciamento é realizado em ciclos, e a cada ciclo um tipo de nucleotideo (A, C, G e
T) é adicionado a reacdo (CARVALHO; SILVA, 2010). O método da 454 utilizado para
leitura das sequéncias € o pirosequenciamento, que consiste em uma combinacdo de
reacOes enzimaticas que transformam as moléculas de pirofosfato (PPi), liberado pela
incorporacdo dos desoxinucleotideos de cada ciclo na extensdo da cadeia, em ATP, que
é consumindo pela luciferase para oxidar a luciferina, gerando uma emisséo de luz que é
captada por uma camera acoplada ao sistema, e a intensidade do sinal luminoso
corresponde a quantidade de nucleotideo incorporado na reacdo (RONAGHI, 2001).

A plataforma Solid utiliza o sistema de ligacdo para determinar a sequéncias de
nucleotideos, no qual o sequenciamento € catalisado por uma DNA ligase, ao inves de
uma DNA polimerase (CARVALHO; SILVA 2010). O sequenciamento ocorre pela
hibibridizacdo de um conjunto de sondas fluorescentes aos fragamentos alvos inciado
pelos primers universais de n, n -1, n -2, n -3 e n - 4 bases em cinco distintas etapas. Na
etapa inicial o primeiro primer (n) universal liga-se a extremidade do adaptador do
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fragmento alvo e libera a primeira base da sequéncia alvo para a hibridizacdo da sonda
complementar. Essa sonda é entdo ligada ao primer pela DNA ligase e a ligagdo gera a
clivagem do fluordforo que causa uma fluorescéncia, e deixa exposto o grupo 5’ fosfato
da sonda para subesequentes ligagdes de outras sondas complementares. Suscessivos
ciclos séo realizados até cobertura total da sequéncia alvo e a cada sinal de fluorescéncia
dos dinucleotideos das sondas ocorre a decodificacdo dos sinais de leitura em uma
combinacéo de dados ja determinada (CARVALHO; SILVA, 2010). Na proxima etapa,
ocorre inicialmente a desnaturagéo dos fragmentos sintetizados e em seguida a adi¢éo do
segundo primer de tamanho n - 1, que ao alinhar-se ao adaptador com a sequéncia alvo
deixara a ultima base no sentido 3° do mesmo livre para o sequenciamento. E como a
sequéncia do adaptador & conhecida pode-se determinar a identificacdo correta da
primeira base da sequéncia alvo. Novos ciclos ocorrem novamente com novas
hibridizacdo das sondas, ligacdes e deteccdes de fluorescéncia, e 0 sequenciamento é
completado nas cinco etapas para que toda a sequéncia alvo seja lida. A decotificacdo dos
sinais de leitura é baseada na fluorescéncia especifica dos dinucleotideos, cuja as
possiveis combina¢Ges de cores sdo conhecidas e determinadas (METZER, 2010,
CARVALHO; SILVA, 2010).

Outro exemplo de sistema de leitura de sequéncias é o método Illumina, que
também ocorre em sucessivos ciclos de anelacdo, extensao, sintese e desnaturacdo para a
formagdo de conjuntos (clusters) de sequenciamento (METZER, 2010). O
sequenciamento propriamente dito para a identificacdo das sequéncias, é realizada pela
utilizacdo de nucleotidoes reversiveis marcados com flu6foros e pela detecgdo destes na
incorporacdo em cada ciclo de sintese através da excitacdo de compostos fluorescentes
presentes nos nucleotideos, que gera uma luminosidade captada um por um aparelho de
imagem, gerando varias imagens a cada incorporacéo dos nucleotideos (MARDIS, 2008).

O alto ou ultra rendimento das plataformas NGS é correspondente ao grande
numero de dados gerados por corrida, cerca de mega ou gigabytes. A plataforma 454 pode
gerar em cada corrida cerca de 100 a 600 megabytes de reads de até 250 pb, enquanto
que os sistemas Solid e Illumina alcangam os nimeros de gigabytes (1 a 5) por corrida,
com reads de tamanho menor (35 — 40 bases) (ROTHBERG; LEAMON, 2008). Desta
maneira, os numeros de dados gerados nos sequenciadores de nova geracao Sao enormes,
e é necessario um aporte computacional adequado para a analise dos dados.

3.9 Bioinformética: anélise e montagem (assembly)

A bioinformaética é imprescindivel para a manipulacdo dos dados bioldgicos
provenientes dos diferentes métodos de investigacdo e de pesquisa. Esta area pode ser
compreendida como uma modalidade que cobre todos os aspectos de aquisicéo,
processamento, armazenamento, distribuicdo, andlise e interpretacdo da informacdo
bioldgica. A bioinformatica utiliza da combinacdo de procedimentos e técnicas da
matematica, da estatistica e da ciéncia da computacdo em diversas ferramentea que
auxiliam a compreender o significado biologico representado nos dados genémicos ou
transcritdmicos.

O resultado dos sequenciadores de nova geracéo € o grande nimero de dados de
sequéncias, que serdo avaliados por métodos e ferramentas computacionais. Métodos
esses que buscam triar os dados brutos do sequenciamento e posteriormente montar o
transcritoma, atraves da sobreposicdo dos fragmentos de leitura sequénciados (reads)
(WANG et al., 2009).

O processo de triagem ou andlise de qualidade visa qualificar o conjunto de dados
sequenciados para a etapa de montagem, através da remocéo de adaptadores utilizados no
sequenciamento, de sequéncias de baixa qualidade, de sequéncias de curto tamanho (20
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bp), de duplicacbes de amplificacdo e de RNA ribossémico (rRNA) (MARTIN; WANG,
2011). A triagem é necessaria, pois embora sejam técnicas qualificadas e de alto-
rendimento, os sequenciadores NGS podem gerar artefatos de sequenciamento, devido a
erros de leitura das sequéncias (MOROZOVA et al. 2009).

Ap0s a etapa de processamento dos dados sequenciados, segue-se para 0 processo
de montagem, que consiste na reconstrucdo da sequéncia original através do alinhamento
e da sobreposicdo dos reads, realizado por softwares e programas especificos, como
CAP3, Oases, Trinity, AbySS e SOAPdenovo (MILLER et al., 2010). As sequéncias
montadas consistem em alinhamento multiplo de sequéncias de reads em consenso de
sequéncias continuas, que sdo denominados de contigs (MILLER et al., 2010).

Ha dois tipos de estratégias de montagem do genoma, que se baseiam na
disponibilidade ou ndo de um genoma de referéncia (COSTA et al., 2010). Na montagem
baseada em um genoma referéncia ou guiado por genoma, os reads sdo alinhados a
referéncia gendémica por meio de programas alinhadores e montados pela sobreposicéo e
clusterizacdo dos mesmos para a formacdo dos contigs (MARTIN; WANG, 2011).
Quando ndo h& genoma de referéncia, a estratégia de montagem é a de novo, que consiste
na verificacdo das redundancias dos reads para encontrar a sobreposic¢ao entre 0S mesmos
e monté-los (MARTIN; WANG, 2011).

Com os possiveis transcritos montados, a préxima etapa da anélise transcritbmica
é identificar e anotar os transcritos com base no alinhamento e comparagdo dos mesmos
com sequéncias depositadas nos bancos de dados, como NCBI, Uniprot, Swiss-prot e
demais bancos, em busca de identificar a importancia biolégica dos candidatos a genes
(STEIN, 2001). A anotacgdo génica busca detectar nos possiveis quadros abertos de leitura
(Open Reading frames) dos transcritos, regifes ou porcOes sequénciais génicas que
possam deduzir e identificar os possiveis genes por meio do mapeamento, da comparacgéo
e similaridade desses com sequéncias de regides conhecidas, realizando assim uma
predicdo génica baseada na similaridade (STEIN, 2001).

A ferramenta de busca automatizada BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool) € frequentemente utilizada para identificar os possiveis genes obtidos de estudo
transcritbmicos ou gendmicos. Essa ferramenta consiste no alinhamento local de
sequéncias para observar o nivel de identidade, e utiliza um conjunto de algoritmos para
comparar e medir a similaridade entre as sequéncias para explorar toda a informagéo
contida nas bases de dados de DNA e proteinas (ALTSCHUL et al., 1990).

Com base no grau de similaridade entre as sequéncias de interesse e as sequéncias
dos bancos de dados, pode-se atribuir ao alvo de interesse as informac6es dos bancos de
dados, e esta etapa consiste na anotagdo gendmica ou predicdo de genes (GOTZ et al.,
2008). A similaridade é um dos principais atributos utilizados para inferir a predicédo de
funcdo génica das sequencias de interesse (EISEN, 1998). O processo de anotacao atribui
funcOes e identifica padrdes nas sequéncias de DNA obtidas do sequenciamento, que
estdo contidos nos diferentes arranjos sequénciais, permitindo assim a categorizacdo dos
genes em determinadas classes funcionais (CONESA et al., 2005).

3.10 Transcritoma de carrapatos

A maior parte dos estudos transcritdmicos de carrapatos elege como 6rgao de
interesse as glandulas salivares, ja que estas sdo vitais para a sobrevivéncia desses
hematofagos.

Segundo Sonenshine (1991) o sucesso do repasto sanguineo dos carrapatos e de
outros artropodes hematdfagos, esta diretamente relacionado aos componentes contidos
na saliva, e o 6rgdo responsavel pela secrecdo e excrecdo dessa saliva sdo as glandulas
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salivares. Essas estdo localizadas na porcdo anterolateral da cavidade corporal e
estendem-se até terceiro par de coxas (ROSHDY, 1962). Em Argasidae, as glandulas
salivares sdo compostas por dois tipos de &cinos, denominados de A e B (BOWMAN;
SAUER, 2004). Enquanto que na familia Ixodidae, as fémeas possuem trés tipos de
acinos, sendo um agranular (acino Tipo 1) e dois granulares (Tipo Il e 11I), os machos
possuem quatro tipos (um agranular e trés granulares).

Segundo Kaufman (2010), a principal funcdo das glandulas salivares nos
carrapatos é secretar um coquetel farmacologico, que facilite o fluxo sanguineo na lesdo
ocasionada pela picada. A saliva do carrapato possui potentes componentes
anticoagulantes, antiplaquetarios e anestésicos, que auxiliam o ectoparasito a burlar o
sistema imune do hospedeiro durante o repasto sanguineo (SAUER et al., 2000;
RIBEIRO; FRANSCISCHETTI, 2003). Ribeiro et al. (1991) e Karczewski et al. (1995)
evidenciaram substancias na saliva de argasideos que evitam a agregacdo de plaquetas
(apirase) e inibem a coagulagdo (TAI= Tick Adhesion Inhibitor), respectivamente. Outro
exemplo recente, foi a descoberta que a saliva do carrapato Amblyomma sculptum
Berlese, 1888 (citado como Amblyomma cajennense) contém um potente combatente
contra células cancerigenas (SIMONS et al., 2011). Além disso, a saliva € também a
principal rota de transmisséo dos agentes patogénicos para os hospedeiros vertebrados
(BOWMAN et al., 1997). Desta maneira, conhecer as substancias secretadas pela
glandula salivar dos carrapatos tornou-se alvo de diversos estudos transcritdbmicos,
protedmicos e bioquimicos.

O advento de técnicas de biologia molecular e de ferramentas de bioinformatica
permitiu a viabilidade da busca e da descoberta dos constituintes salivares, através do
isolamento do material genético (DNA ou RNA) e sequenciamento do repertério de
cDNA (DNA complementar) das glandulas salivares de diferentes espécies (RIBEIRO;
FRANSCISCHETTI, 2003; VALENZUELA, 2004). Segundo Valenzuela (2004) a
identificacdo dessas moléculas contribui para a compreensédo do papel da saliva no repasto
sanguineo e na transmissdo de patdgenos, além de fornecer informacgdes de potenciais
candidatos para a elaboracdo de vacinas ou drogas para controle dos carrapatos.

Diversas espécies de carrapatos ja tiveram os transcritomas das glandulas
salivares e/ou da saliva (sialometranscriptome ou sialotranscritomas) revelados, como
Dermacentor andersoni Stiles, 1908 (BIOR et al., 2002; ALARCON-CHAIDEZ et al.,
2007), Ixodes scapularis Say, 1821 (VALENZUELA et al., 2002; RIBEIRO et al., 2006),
Ixodes pacificus Cooley & Kohls, 1943 (FRANCISCHETTI et al., 2005), I. ricinus
(CHMELAR et al., 2008; SCHWARZ et al., 2013, 2014; KOTSYFAKIS et al., 2015a),
Amblyomma americanum (Linneaus, 1758) (BIOR et al., 2002; ALJAMALI et al., 2009),
Amblyomma variegatum (Fabricius, 1794) (NENE et al., 2002; RIBEIRO et al., 2011),
Amblyomma maculatum Koch, 1844 (KARIM et al., 2011), Amblyomma parvum Aragao,
1908 (GARCIA et al.,, 2014), Amblyomma sculptum (=Amblyomma cajennense)
(BATISTA etal., 2008; GARCIA et al., 2014), Amblyomma triste Koch, 1844 (GARCIA
et al., 2014), Rhipicephalus appendiculatus Neumann, 1901 (NENE et al., 2004),
Rhipicephalus haemaphysaloides (Supino, 1897) (YU et al., 2015), R. (B.) microplus
(SANTOS et al., 2006), Rhipicephalus sanguineus (ANTRIELLO et al., 2010),
Hyalomma marginatum Koch, 1844 (FRANCISCHETTI et al.,, 2011), Antricola
delacruzi Estrada-Pena, Barros-Battesti & Venzal, 2004 (RIBEIRO et al., 2012), Argas
monolakensis Schwan, Corwin & Brown, 1992 (MANS et al., 2008), Ornithodoros
coriaceus Koch, 1844 (FRANCISCHETTI et al., 2008a) e Ornithodoros parkeri Cooley,
1936 (FRANCISCHETTI et al., 2008b). Os sialotranscritomas de carrapatos tém como
principal alvo as proteinas secretadas, embora elucidem todo o material expressivo nas
condigdes estudadas, como alimentado e ndo alimentado ou infectado e ndo infectado.
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Porém, as proteinas secretadas séo identificadas por algoritmos que identificam o peptidio
sinal de participacdo em via secretdria. Detalhadamente elas sdo estudadas com a
finalidade de reconhecer, compreender e elucidar suas participacoes e funcdes na relacéo
carrapato-hospedeiro (VALENZUELA, 2004).

Outro 6rgdo de interesse € o intestino dos carrapatos, principalmente o intestino
médio. A funcdo do intestino € digerir os componentes do repasto sanguineo e absorver
0s nutrientes provenientes da digestdo do sangue ingerido, além de designar os
constituintes nutritivos para os processos bioldgicos dos outros 6rgdos (SONENSHINE,
1991). Além disso, o intestino médio pode albergar e participar da rota de transmissao de
organismos patogénicos transmitidos por carrapatos (SONEHNSHINE, 1991).

Porém, mesmo com todo o conhecimento atual da literatura sobre os constituintes
do intestino, pouco se sabe verdadeiramente sobre o papel e atuagdo dos transcritos
intestinais dos carrapatos (ANDERSON et al., 2008; DIAZ-MARTIN et al. 2015).
Exemplo disso séo os escassos trabalhos transcritbmicos do tecido intestinal desses
artropodes. Anderson et al (2008) exploraram os genes do trato digestivo de D. variabilis
(Say, 1821) e identificaram 82 transcritos diretamente envolvidos no processo de digestao
do repasto sanguineo. Heekin et al. (2013a) realizaram um estudo transcritbmico do
intestino de fémeas de R. microplus, comparando o perfil de expresséo de alguns genes
entre espécimes infectados com Babesia bovis e em espécimes livres de infeccéo.
Schwarz et al. (2014) exploraram o transcritoma e protedmica do intestino médio e
glandula salivar de 1. ricinus, e observaram que ha poucos genes expressos
exclusivamente no insteino (217) ou na glandula salivar (110), sendo os transcritos
intestinais proteinas metabdlicas. Kotyfakis et al. (2015a) também analisaram o
transcritoma intestinal de ninfas e adultos de I. ricinus, e identificaram diversas enzimas
associadas com a digestdo de proteinas, carboidratos e lipidios, transportadores-canais
associados com a absorcdo de nutrientes, e transcritos associados com a imunidade.
Recentemente Xu et al. (2016) exploraram o transcritoma do intestino de Haemaphysalis
flava Neumann 1897 e identicaram um grande nimero de transcritos associados a
processos de metabolicos, sugerindo que esses estariam envolvidos na digestédo do repasto
sanguineo e 0s categorizou em 8 categorias, como peptidase, inibidor de peptidase,
fosfolipase, digestdo de carboidratos, metabolismo de lipidio, proteinas relacionadas a
imunidade, metabolismo de heme e proteinas secretadas.

Miranda-Santos et al. (2004) elucidaram o transcritoma do 6vario e da hemolinfa
de fémeas e machos de R. (B.) microplus por meio da técnica de expressed sequence tags
(EST), e identificaram 588 e 157 sequéncias teciduais especificas, respectivamente.
Heekin et al. (2013b) verificaram a reacdo do transcritoma ovariano de R. microplus em
resposta a infeccdo por Babesia bovis, utilizando diversas estratégias de analise
transcritoma como microarray, gRT-PCR e SAGE. Nestas analises 0s autores
observaram pela técnica de microarray e SAGE, 15 e 41 transcritos ovarianos
diferentemente expressos nos espécimes infectados, respectivamente. Kotsyfakis et al.
(2015b) realizaram uma anélise transcritbmica completa dos hemdcitos de fémeas de I.
ricinus e identificaram 327 sequéncias codificadoras significativamente sobrexpressas na
biblioteca de transcritos de hemocitos.

Desta maneira, é notavel que mais estudos transcritbmicos sdo necessarios,
principalmente com os tecidos intestinais e reprodutivos dos carrapatos, para um melhor
entendimento da atuacdo dos transcritos ou proteinas nos processos fisiologicos e
bioldgicos dos carrapatos.
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3.11 Inferéncia filogenética

Em busca de compreender a relacdo de parentesco entre as espécies e as suas
histdrias evolutivas surge a filogenia (AMORIM, 2002). Conforme Henning (1965) o
objetivo da inferéncia filogenética € descobrir o apropriado grau de relacao filogenética
dentro de um determinado grupo de organismos, como base nas suas semelhancas e
diferencas.

O nivel de relacéo filogenética existente entre os organismos é representado em
uma arvore filogenética ou dendograma, que é um diagrama ramificado que conecta as
as espécies e seus ancestrais (HENNIG, 1965; AMORIM, 2002). As arvores filogenéticas
sdo compostas de elementos terminais e intermediarios, que podem ser taxons, genes ou
proteinas, cujas as conexfes podem indicar proximidade genealdgica, ou seja, uma
ancestralidade comum exclusiva (AMORIM, 2002). Os organismos que apresentam um
maior grau de relacdo filogenética sdo denominados de monofilético ou grupo
monofilético, pois eles compartilham de caracteres e de uma ancestralidade comum
(HENNIG, 1965; AMORIM, 2002).

A inferéncia filogenética empregada para demonstrar a relacdo entre 0s
organismos que desvenda uma histéria evolucionaria, pode ser também uma util
ferramenta para predizer a funcdo gendmica de sequéncias (genes ou proteinas) de
interesse através da comparacao entre genomas (EISEN, 1998). Neste caso, utiliza-se a
homologia entre genes ou proteinas para predizer e atribuir a funcdo dos genes/proteinas
conhecidos para a sequéncia alvo de funcdo desconhecida (SJOLANDER, 2004). A
homologia € uma estreita relacdo caracterizada pelo compartilhamento de um ancestral
comum entre as espécies (ou a nivel molecular entre sequéncias génicas ou proteinas)
(AMORIM, 2002).

Segundo Eisen (1998) genes compartilhados entre as espécies podem ter dois tipos
de origem, ou por convergéncia (similaridade) ou por descendéncia com modificacdo a
partir de um ancestral comum (homologia), sendo esse ultimo uma estreita relacdo
frequentemente utilizada para inferéncia funcional dos genes. Eisen e Wu (2002) afirmam
que a homologia encontrada entre genes cuja a funcdo é conhecida, e sequéncias sem
funcdo definida, pode ser usada para atribuir a funcdo géncia, porém € necessario a
verificacdo de alguns fatores, como a significancia biolégica da similaridade e o tipo de
relacdo de parentesco (homologia) entre as sequéncias de interesse. Essa relacdo de
parentesco entre 0s genes pode ser de dois tipos, ortélogo ou parélogo (EISEN; WU,
2002).

Genes ort6logos sdo originados de um Gnico gene do Gltimo ancestral comum das
espécies que sofreram especiacdo, esses genes conversam, geralmente, o papel biolégico,
enquanto que parologos sdo genes evoluidos a partir da duplicacdo génica e podem,
provavelmente, apresentar nova funcdo (GABALDON; KOONIN, 2013). Quando um
gene de funcdo desconhecida forma uma relagcdo ortéloga com um gene de funcdo
conhecida em uma topologia filogenética, pode-se atribuir a sequencia desconhecida a
funcdo géncia conhecida, devido a estreita relacdo entre as sequéncias, uma vez que 0S
genes ortl6logos formam clados monofiléticos e geralmente conservam a funcéo (EISEN;
WU, 2002; GABALDON; KOONIN, 2013).

Porém, alguns vieses ou erros na inferéncia funcional pela analise filogenética
devem ser analisados antes de determinar a atribuicdo, como a duplicacao génica que gera
modificacdo funcional e estrutural na sequéncia, o emparelhamento de dominios similares
que pode resultar em similaridade de regiGes de sequéncias sem compartilhamento de
funcdo, o nivel de identidade entre as sequéncias que ndo deve ser menor do que 25%, a
significancia da relagdo de parentesco ou filogenético e a distancia evolutiva entre as
sequéncias (SJOLANDER, 2004; BROWN; SJOLANDER, 2006).
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A inferéncia funcional baseada na relacdo filogeneética é constituida nas seguintes
etapas:a busca e identificacdo de genes ou proteinas homdlogas, o alinhamento multiplo
das sequéncias homdlogas, analise e edicdo do alinhamento para aperfeicoar a sua
acurécia, construcao da arvore filogenética pelos métodos de inferéncia, a identificacéo
das relacBes de parentesco fortemente suportados, a adicdo de dados experimentais, a
diferenciacdo entre ortélogo e paralogo e a inferéncia da fungdo molecular (EISEN, 1998;
SJOLANDER, 2004). O alinhamento é uma etapa fundamental na inferéncia funcional
por filogenia, pois € a partir dele que sera construido a relacdo filogenética das sequéncias
homoldgas, portanto a edi¢cdo do alinhamento visa maximizar a similaridade em busca da
identificacdo de regiGes conservados entre as sequencias que apresentem uma
significancia bioldgica para as mesmas, além da remoc¢do das regides ndo similares
(SJOLANDER, 2004). Desta maneira, a filogenia de sequéncias génicas é mais uma
abordagem auxiliar para a atribuicdo funcional, porém é necessario levar alguns aspectos
relevantes na analise e na atribuicao.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Origem dos carrapatos

Os carrapatos utilizados no presente estudo foram provenientes da colonia de O.
mimon mantida no Laboratorio de Parasitologia do Instituto Butantan. A coldnia iniciou
em 2008, a partir da coleta de espécimes vivos em uma residéncia do municipio de
Araraquara, cujos moradores apresentavam lesdes decorrentes das picadas.

4.2 Colbnia de Ornithodoros mimon

A espécie O. mimon é mantida e criada em laboratorio para subsidiar o presente
estudo, fornecendo fémeas da espécie de estudo para dissecacdo dos espécimes e colheita
dos orgdos. Os carrapatos fémeas, provenientes da mesma geracdo, foram alimentados
em coelhos da raga Nova Zelandia com idade entre 60 a 120 dias e peso entre 1,5 a 2,5
kg. A alimentacdo das fémeas ocorreu em um tempo de alimentacdo entre 20 a 60
minutos. A utilizacdo dos coelhos para alimentacdo dos carrapatos foi permitida e
concedida pela Comisséo de Etica no Uso de Animais do Instituto Butantan, sob o
seguinte protocolo 925/12.

4.3 Dissecacdo dos carrapatos e extracao dos 6rgaos

Sessenta fémeas de O. mimon alimentadas foram dissecadas para a coleta da
amostra intestinal. Ap6s a alimentacdo as fémeas foram abertas e os 6rgdos foram
extraidos em dois periodos pds-alimentar, 24h e 48h pos-alimentacdo. O procedimento
foi adotado para evitar que 0s genes a serem expressos em determinado tempo de
atividade do 6rgdo pudessem estar ocultos se as amostras fossem colhidas em um unico
periodo de tempo pds-alimentar.

As fémeas ingurgitadas foram fixadas com alfinetes entomoldgicos de ventre para
cima em Placas de Petri contendo parafina. Com o auxilio de uma pinga de ponta fina e
tesoura cirdrgica, o idiossoma foi cortado ao longo da regido posterior até as margens
laterais, abrindo assim uma fissura em toda a sua circunferéncia. A face ventral do
idiossoma foi separada da dorsal, expondo todos os 6rgdos, principalmente o intestino
(Figura 5). Durante o processo de dissecagdo utilizou-se uma solugdo tampéo fosfato
(PBS) de pH 7,4 para limpeza, hidratacdo e visualizacdo dos 6rgdos, seguindo as
orientagdes de Edwards et al. (2009), na qual adaptamos o procedimento de dissecacdo
para uma espécie de carrapato argasideo, uma vez que as orientacGes de Edwards et al.
(2009) séo referentes a ixodideos. As amostras intestinais foram sucessivamente lavadas
em PBS (pH 7,4) para retirar o excesso de sangue do hospedeiro.

O tecido intestinal foi imediatamente retirado e armazenado em gelo, em criotubos
contendo RNAlater® Tissue Collection: RNA Stabilization Solution (Ambion), uma
solugdo aquosa que permite o armazenamento de amostras de forma estavel para a
utilizagdo do RNA, evitando assim a degracdo do material. Utilizou-se 600 pl de
RNAIlater para submergir a amostra intestinal nos tubos. Os tubos foram em seguida
acondicionados na geladeira pelo periodo de 24 horas. Apds esse periodo, 0 excesso de
RNAIlater® foi retirado com o auxilio de pipeta e a amostra foi estocada e armazenada a
-80°C, onde permaneceram até o uso.
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Figura 5. Fémea de Ornithodoros mimon dissecada, expondo os 6rgdos internos do carrapato. A
visualizagdo foi realizada em microscopio estereoscopico da marca Nikon SMZ 745T. Em destaque o
intestino, indicado pela seta branca.

4.4 Purificacdo do RNA mensageiro (MRNA)

A extracdo do mRNA da amostra do intestino foi feita diretamente a partir do
tecido dissecado e descongelado, usando-se o kit Dynabeads mRNA DIRECT
(Invitrogen), de acordo com os dados do fabricante. Brevemente, o tecido foi lisado
através de maceracao com pistilos, a 4 °C, e foi incubado com beads magnéticas ligadas
a oligo (dT). Apos esta etapa, as beads foram isoladas com o auxilio de uma estante
magnética e lavadas sucessivamente. O mRNA foi entdo eluido em solucdo de 10ml de
Tris-HCI (pH 7,5) atraves de aquecimento a 80 °C, obtendo assim o material ribonucleico
isolado e purificado.

4.5 Quantificacdo do mRNA

O mRNA do intestino foi quantificado através do uso de ligantes fluorescentes.
Utilizou-se o kit Quant-iT RiboGreen RNA Reagent (Invitrogen), de acordo com as
orientacdes do fabricante. Basicamente, 0 mMRNA extraido, bem como as amostras de
RNA de massa conhecida (fornecidas junto com o Kkit), foram ligados a um corante
fluorescente e submetidos a espectrometria. A massa de mRNA foi deduzida a partir de
comparacdo com dados obtidos para as amostras de massa padrao.

4.6 Sequenciamento

Apbs purificacdo, o material foi sequénciado por pirosequenciamento na
plataforma 454 GS-Junior (Roche) do Laboratorio Especial de Toxinologia Aplicada do
Instituto Butantan pelas funcionarias e técnicas, Ursula Castro Oliveira e Mariana
Salgado Morone. Em linhas gerais, o sequenciamento ocorreu da seguinte forma (Figura
6): O mRNA foi mecanicamente fragmentado em tamanhos compativeis com a
metodologia (300 a 800 pb), e em seguida, foi feita uma retrotranscrigdo para cDNA e a
ligagdo a adaptadores as extremidades das fitas. As beads ligadas as sequéncias de DNA
complementares aos adaptadores foram incubadas, e uma emulsificagdo com dleo foi
produzida, para isolar as beads entre si. Em seguida realizou-se uma PCR com o material
emulsificado, e, depois de uma série de lavagens, o material foi montado em placa com
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micropogos, Nnos quais também foram depositados reagentes necessarios para o
sequenciamento. Esse foi realizado em ciclos, e em cada ciclo um determinado
nucleotideo (adenina, citosina, guanina e timina) foi adicionado a sintese da reacao.
Assim, a cada incorporacdo de nucleotideo, um sinal de luz foi produzido por reacbes
enzimaticas devido a conversao do pirofosfato (PPi), liberado na incorporacao, em ATP
pela ATP sulferilase, que por sua vez fornece energia para a luciferase oxidar o composto
luciferina e gerar o sinal luminoso. A intensidade do sinal, portanto, é proporcional ao
namero de nucleotideos incorporados na molécula sintetizada, identificando assim o
nucleotideo e sua proporcdo (quantidade) na sintese do acido nucleico.
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a
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I .
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Figura 6. Dindmica ilustrativa do sequenciamento na plataforma 454. Resumidamente o sequenciamento
é dividido em trés fases: (a) preparo amostra, (b) PCR em emulséo e (c) Sequenciamento. (a) O DNA é
fragmentado aleatoriamente e ligado a adapatadores A e B em suas extremidades. (b) os fragmentos com
os adaptadores sdo ligados as microsesferas magnéticas por meio do pareamento com sequéncias curtas
complementares presentes na superficie da microesfera. Apenas um (nico tipo de fragmento se liga a uma
determinada microesfera. As microesferas sdo envolvidas individualmente por goticulas oleosas, nas quais
ocorrem a PCR em emulsdo. Milhares de copias do fragmento alvo sdo produzidas na amplificacéo. (c) as
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microesferas ligadas as sequéncias alvo fita simples sdo capturadas individualmente em pogos no suporte
de sequenciamento. S&o fornecidos os reagentes para a reacdo de pirosequenciamento, e o sinal de luz
emitido é identificado a cada base incorporada, em cada poco de sequenciamento. Fonte: CARVALHO;
SILVA, 2010).

4.7 Bioinformatica

As possiveis sequéncias foram montadas usando o programa software CLC-
Genomics (CLCBI0). Inicialmente as sequéncias passaram por um processo de filtragem
para eliminar aquelas de baixa qualidade, de pequeno tamanho (menores que 40 pb) e as
sequéncias ribossomais. Para tanto, criou-se um banco de dados composto por sequéncias
de rRNAs de membros da subclasse Acari, a partir de dados disponiveis no GenBank. Em
seguida, as sequéncias obtidas foram comparadas com o banco de dados de rRNA de
Acari, removendo-se aquelas que apresentaram similaridade, que foram denominadas
como contaminantes. As sequéncias de baixa qualidade e pequeno tamanho foram
removidas através da filtragem de analise padrdo do programa. A montagem de novo dos
contigs (consenso de sequéncias continuas) foi realizada utilizando-se as sequéncias
filtradas e os parametros padrdes de montagem do CLC-Genomics.

Os contigs representam 0 consenso do agrupamento das sequéncias
(clusterizagdo) atraves da sobreposicdo de regibes do transcritoma. Todos o0s
procedimentos de analise no CLC-genomics foi realizado baseando-se nos paramétros de
analise padrdo do software. As sequéncias descartadas nas analises foram armazenadas
em um compartimento do programa. Os contigs foram nomeados dos pela designacédo
Contig mais um numero de identificacdo que representa a ordem de montagem que o
programa montou as sequéncias consensos, por exemplo, Contigl.

Os contigs obtidos foram entdo analisados e comparados com o banco de dado nr
(ndo redundante) do GenBank do National Center for Biotechnology Information (NCBI),
utilizando-se as ferramentas informaticas de busca automatizada BLAST (BLASTX)
conforme Altschul et al. (1990, 1997) e BLAST2GO (sigla: B2G) com os parametros
padrdes conforme Conesa et al. (2005) (e-value 10®). Outros bancos de dados, como
UniprotKB (UniProt Knowledgebase), MGI (Mouse Genome Informatics), ZFIN (The
Zebrafish Model Organism Database) RGD (Rat Genome Database) e GO (Gene
Ontology Consortium), também foram usados na busca do BLAST.

As ferramentas BLASTS permitiram a busca de sequéncias similares ao conjunto
de sequéncias de interesse, através de uma analise de similaridade com os bancos de dados
publicos. A anotacdo funcional automatizada das sequéncias obtidas foi constituida em
trés principais passos: busca por analogia (BLAST), mapeamento para coletar 0s termos
da GO associados com os BLAST hits e anotacdo propriamente dita, que atribui a
informacdo as sequéncias alvos, conforme indicado por Conesa e G6tz (2008).

A previsdo de sublocalizagdo celular dos transcritos foi também realizada usando
o software B2G, que utiliza os algoritmos SignalP para identificar a presenca do peptideo
sinal (NIELSEN et al., 1997), e TMHMM para verificar os transcritos de regido de
transmembrana (KROGH et al., 2001).

Os dominios proteicos conservados das proteinas foram obtidos através da
ferramenta de busca Conserved Domains Within a protein or nucleotide coding sequence
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi). Os transcritos de peptidases
foram classificados e blastados de acordo com o banco de dados MEROPS
(http://merops.sanger.ac.uk/cgi-bin/blast/submitblast/merops/advanced), para identificar
o tipo de classe catalitica conforme Rawlings e Barret (1993). Utilizou-se o método de
RPKM (Reads per kilobase transcript per million reads) para medir e comparar o nivel
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de expressdo entre os transcritos intestinais, pois esse método quantifica a expressdo
génica partir de dados de sequenciamento de mRNA, através da normalizacdo do
comprimento total e pelo nimero de reads, segundo Mortazavi et al. (2008).

Apos a busca automatizada, todos os contigs foram analisados manualmente e
reagrupados dentro de categorias conforme as func@es e processos bioldgicos que tenham
sido atribuidos a eles.

4.8 Submissdo da corrida de sequenciamento e dos transcritos de O. mimon ao
banco de dados

A corrida de sequenciamento obtida no presente estudo foi depositada no
Sequence Read Archives (SRA) do National Center for Biotechnology Information
(NCBI) sob os numeros do projeto biolégico (bioproject number) PRINA310605,
amostra biologica (biosample) SAMNO04452891 e corrida (SRA) SRR3146437.

Dois mil e duzentos e treze (2213) transcritos (contigs) de O. mimon foram
submetidos ao portal Transcriptome Shotgun Assembly Sequence Database (TSA) do
NCBI para deposito das sequéncias. TSA é um arquivo computacional de armazenamento
de sequéncias montadas obtidas a paritr de sequenciamento de nova geracdo. Apos 0
processo de analise do NCBI, cada contig de O. mimon depositado recebeu um nimero
de acesso de GEIB1000001.1 a GEIB1002213.1. As sequéncias depositadas estdo
também disponiveis nos bancos de dados DDBJ (DNA Data Base Japan) e ENA
(European Nucleotide Archive). Vinte e trés sequéncias (22) de O. mimon ndo passaram
no processo de submisséo e ndo foram depositadas.

4.9 Analise filogenética de peptidases

Um conjunto de sequéncias de peptidases de metazoarios obtidas a partir de
bancos de dados publicos e do nosso transcritoma de O. mimon, totalizando em 287
sequéncias de peptidases, foi utilizado para a analise filogenética. O alinhamento multiplo
foi realizado pelo algoritmo de alinhamento MAFT, utilizando os parametros padrdes
conforme Katoh et al., 2005. O software 1QTree v1.3.1081 foi utilizado para a maxima
verossimilhanca (MV) (maxinum likelihood) inferéncia, com a opcéo de testar o melhor
modelo de evolucdo de proteina, selecionando o modelo adequado para inferir a arvore
de MV (NGUYEN et al., 2015). O suporte de ramo da arvore foi obtido pelo método de
bootstrap em 1000 ciclos. A arvore foi visualizada e editada no software FigTree v.1.4.1
e método de enraizamento foi o0 midpoint, que enraiza a arvore a partir do maior ramo da
arvore.

4.10 Anélise filogenética de carrapatos a partir de dados de transcritos

Buscou-se no banco de dados publicos do NCBI sequéncias de transcritos de
espécies de carrapatos provenientes de diferentes recursos sequéncias, como proteinas,
nucleotideos e ESTs. No total obtevesse e selecionou-se 267.488 sequéncias de
transcritos de 20 espécies de carrapatos e 1 uma espécie de acaro, Metasieculus
occidentalis, que serviu de grupo externo nas inferéncias filogenéticas. Essas multipas
sequéncias somandas as sequéncias do transcritoma de O. mimon constituiram o0s
conjuntos de transcritos de carrapatos, que serviram de arquivo de entrada para o software
Get Homologues (CONTRERAS-MOREIRA; VINUESA, 2013). Esse software
identifica os genes homologos compartilhados entre as especies e 0s organizam em
familias génicas, através do algoritmo OrthoMCL (LI; ROOS, 2003). Porém, antes disso
obteve-se as sequéncias codificantes de proteinas (coding sequences — CDS) dos
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nucleotideos de DNA a partir de um pipeline automatizado que busca e obtem o maior
quadro de leitura aberto (open reading frames — ORF) das sequéncias de nucleotideos.
Para cada grupo de genes homdlogos, estimou-se as avores de maxima verossimilhanca
usando o IQTree em cada 1000 ciclos de bootstrap. Os suportes de ramos das &rvores com
menos de 70% foram colapsados usando o programa TreeCollapaseCL4 (HODCROFT
et al. 2014), como objetivo de diminuir os falsos positivos de verossimilhanga (por
exemplo, clados que realmente ndo existem).

Todas as arvores de MV geradas dos grupos de genes homdlogos que contem
transcritos de O. mimon foram carregadas no software MulRF para estimar uma arvore
de consenso de espécies baseada no método de distdncia de Robinson-Foulds
(CHAUDHARY et al., 2013).
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5 RESULTADOS

5.1 Quantificacdo do mRNA das amostras

Quantificamos 0 mMRNA da amostra intestinal, e 0 mesmo apresentou uma
quantidade adequada para o sequenciamento. Foram obtidos exatamente 264,1 ng de
RNA mensageiro da amostra do intestino, a partir de 7 mg de tecido.

5.2 Sequenciamento, tratamento das sequéncias e montagem dos contigs

Noventa mil oitocentos e trinta e oito (90.838) sequéncias (reads), com tamanho
médio de 420, 76 bp, foram obtidas a partir do pirosequenciamento do cDNA do trato
digestivo de fémeas de O. mimon. As sequéncias obtidas foram tratadas e filtradas para a
remocao das caudas poli A, dos fragmentos ribossomais, dos fragmentos de pequeno
tamanho e das regides de baixa qualidade, reduzindo o nimero original de reads, de
90.838 para 87.666 (Tabela 1). Em seguida, realizou-se a montagem de novo dos contigs.
Foram montados 5.457 contigs, utilizando-se 44.912 das sequéncias iniciais (51,2% dos
reads obtidos); as demais 42.754 foram consideradas como singlets ou singletons. Os
contigs montados foram filtrados eliminando aqueles com menos de 5 reads na
clusterizacdo e o numero inicial de contigs reduziu para 2235 (Tabela 1). Dos 2235
transcritos obtidos, 2213 foram depositados nos bancos de dados publicos, como Genbak,
DDJ e ENA.

Tabela 1. Anélise das sequéncias, montagem e submissdo dos contigs do intestino de fémeas ingurgitadas

de O. mimon.
Classes Quantidade Comprimento
médio (bp)

Reads iniciais (sequéncias geradas) 90.838 420,76
1° triagem” — reads removidos 3.054 419,71
Resultado 87.784 420,79
2° triagem™ — reads removidos 118 896
Resultado 87.666 416,58

Montagem
Contigs Montados 5.547 618
Reads utilizados para a montagem 44,912 433,08
Singlets 42.754 399,05
Contigs Removidos™ 3.312 481,02
Contigs Finais 2.235 816,21
Contigs depositados no Genbank 2.213 817,84

*Remogao da cauda poliA e rRNA; *Remocéo das sequéncias de baixa qualidade e pequeno tamanho;
***Eliminacgdo dos contigs com menos de 5 reads.
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5.4 Anotagdo automatizada: funcéo, ontologia génica e sublocalizagio celular

Das 2235 sequéncias analisadas, 1729 (77,40%) apresentaram hits (similaridade)
no BLASTX, enquanto que 506 (22.60%) ndo tiveram qualquer similaridade com
sequéncias do banco de dados (Figura 7). Um total de 177 contigs foram identificados no
BLASTX, mas nédo apresentaram GO hit no mapeamento de termos funcionais. Os
transcritos que apresentaram hit similaridade relevantes tanto no BLAST e quanto na
ontologia génica (GO) totalizaram 1552 sequéncias anotadas completamente (Figura 7).
Os transcritos intestinais de O. mimon apresentaram similaridade com sequéncias de
acaros, mamiferos, moluscos, insetos e de outros organismos depositados nos bancos de
dados, mas principalmente com sequéncias de espécies de carrapatos, como |. scapularis,
I. ricinus, R. microplus, D. variabilis, A. variegatum, H. longicornis, Ar. monolakensis,
O. moubata, O. coriaceus, Ornithodoros capensis Neumann, 1901 e O. parkeri. A
maioria dos termos GO foram obtidos a partir dos bancos UniProntKB e MGI.

Anotacdo completa | y 1552

Sequéncias sem GO hit S 177
Sequéncias sem BLAST hit i 506

Sequéncias com BLAST hit | y 1729

Total de Sequéncias | j 2235

0 500 1000 1500 2000 2500
Contigs

Figura 7. Grafico de barras representando o resultado do BLAST (BLASTX hits) e da
anotacdo, realizado pelo programa BLAST2GO.

5.4.1 Atribuicéo funcional

Atividade catalitica, adesdo, e transporte foram as mais representativas funcgdes
atribuidas aos transcritos, com 780, 709 e 106 contigs, respectivamente (Figura 8). O
restante dos transcritos anotados foi agrupado em outras atividades funcionais, como
atividade estrutural, atividade antioxidante, molecular funcdo e carreador de elétrons
(Figura 8).

5.4.2 Predicéao de sublocalizagéo celular

Como resultado da preditiva sublocalizagéo celular, 18,2% (406) dos transcritos
foram categorizados como pertencentes a via secretdria e 16% (359) como potenciais
proteinas de membrana. Entre os contigs anotados, os principais termos de GO para
localizag@o dos componentes celulares foram celular, organela e membrana com 718, 552
e 376 sequenicas, respectivamente.
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Figura 8. Gréfico de barras representando as principais atividades funcionais atribuidas aos contigs pelo
B2G.

5.5 Categorizacdo dos contigs

Todos os contigs foram agrupados em 31 categorias, conforme as funcgdes e
processos bioldgicos a eles atribuidos (Tabela 2). As categorias atividade catalitica,
transportadores-canais e desconhecido foram as mais representativas, contendo
17,45% (390), 11% (246) e 37% (825) das sequéncias anotadas, respectivamente. Essas
categorias também reportaram 0s maiores niveis acumulados de RPKM e de reads
(Tabela 2). Oitocentos e vinte e cinco (825) transcritos foram agrupados na categoria de
desconhecido, pois ndo aprasentaram BLAST e GO hits com nenhuma sequéncia dos
bancos de dados, ou porque tiveram similaridade com sequéncias de proteinas hipotéticas
(hypothetical protein). Outras categorias, como metabolismo de energia (2,8%),
regulacédo nuclear (2,4%), metabolismo oxidante (3%), peptidase (3%), citoesqueleto
(2,3%), mecanismo de transcricdo (2,8%) e mecanismo de traducéo (2,7%) foram
também representativas embora com menor nimero de transcritos associados.

A reparticacdo dos reads dentro das categorias foi similar a proporcdo de
distribuicdo do nivel de RPKM acumulado nos grupos, sendo que 27, 14 e 12% dos reads
pertencem as categorias desconhecido, atividade catalitica e transportadores-canais,
respectivamente (Tabela 2).

5.6 Transcritos de maior nivel de expressdo (RPKM) no trato digestivo de O.
mimon

A Tabela 3 apresenta os 50 contigs de maior valor de expressao. O contig de maior
RPKM (8454,53) foi o Contig4d026, uma quimotripsina elastase (chymotrypsin-like
elastase member 3b-like), que possui 727 bp de comprimento e foi inserido na categoria
peptidase (Tabela 3). Os melhores resultados do BLASTX para Contig4026 (nimero de
acesso GEIB01001133.1) foram com uma serino peptidadse de O. moubata e com uma
quimotripsina de 1. scapularis. Esse transcrito que codifica para uma quimotripsina exibiu
dominio proteico conservado de sitio catalitico de serino peptidase do tipo tripsina
(cd00190, pfam00089 e smart00020), além de receber a funcao de protedlise e o codigo
enzimético (CE) 3.4.21.0, que o classifica como uma hidrolase (nimero de acesso da
sequéncia de proteina JAR86975.1).
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Tabela 2. Categorizacdo dos transcritos obtidos do intestino de fémeas de O. mimon conforme a

funcao biolodgica atribuida.

Categorias Numero de Contigs % RPKM acumulado Total de Reads

Metabolismo de AA 7 0.31 \ 3475.77 | 223
Apoptose 12 0.54 | 4,000.15 | 136
Metabolismo de Carboidrato 19 0.85 | 628283 | 377
Ativadade Catalitica 390 17.45 I 117,687.08 G367
Maguinario de Regulagio do Ciclo Celular 23 1.03 | 1000350 | 395
Citoesqueleto 50 2.24 [ | 25052.17 M 1137
Metabolismo de Energia/Cadeia Respiratdi 63 2.82 [ ] 58,631.91 [ 3096
Inibidor de Enzima 3 0.13 \ 1,322.80 | 88
Matrix extracelular e Adesio 25 1.12 | 828417 | 478
Imunidade 4 0.18 \ 2/480.54 41
Metabolismo de Lipidio 17 0.76 | 746394 | 306
Regulacéo Nuclear 53 2.37 [ | 2684504 M 925
Metabolismo oxidativo 70 3.13 [ | 27302.06 @ 1101
Inibidor de Peptidases 17 0.76 | 1104958 | 395
Peptidases 67 3.00 [ | 42802.16 I 1808
Maquinario Proteossomico 19 0.85 | 4,869.57 | 157
Magquinario de exportacao de Proteina 3 0.13 1,037.33 26
Maquinario de Modificagéo de Proteina 42 1.88 | 19357.70 M 1056
Sintese Proteica 4 0.18 \ 3538.37 | 118
Maquinario de Replicagio 20 0.89 | 9499.16 | 344
Proteinas Ribossomais 27 1.21 | 10587.92 | 374
Transdugéo de sinal 33 1.48 | 9390.29 | 32
Proteina Sinalizadora 8 0.36 \ 2,034.22 | 83
Estocagem 6 0.27 | 5618.01 | 175
Proteinas Salivares 12 0.54 | 4,729.74 | 141
Fator de transcricdo 41 1.83 | 18161.76 | 728
Maguinario de Transcricio 64 2.86 [ | 2281375 | 793
Maguinario de traducio 60 2.68 [ | 31,904.46 M 1589
Transportadores-Canais 246 11.01 N o0s811.27 G518
Elementos transponiveis 5 0.22 \ 1,507.35 44
Desconhecido 825 36.91 [ 33183085 | 9804

Tabela 3. Transcritos do trato digestivo de O. mimon que possuem altos niveis de expressdo génica

(RPKM), totalizando 50 contigs.

Contigs — Descri¢do da Sequéncia Categoria RPKM NUmero do
OoOMGU Genbank
Contig4026 Quimotripsina Peptidases 8,45453 GEIB01001133.1
(Chymotrypsin-like elastase
member 3b-like)
Contig4778 Citocromo C oxidase subunit ~ Metabolismo de energia  7,564.57 GEIB01001132.1
i
Contig4644 Citocromo oxidase subunit1 ~ Metabolismo de energia  6,945.36  GEIB01000001.1
Contig5056 Proteina secretada Desconhecido 6,464.70 GEIB01001617.1
desconhecida (Unkown
secreted protein PK-26
precursor)
Contig5434 Protefna secretada Desconhecido 5,079.84 GEIB01001140.1
desconhecida (Unkown
secreted protein PK-26
precursor)
Contig4262 Citocromo partial Metabolismo de energia  5,061.37 GEIB01001137.1
Contig4611 Ferritina Estocagem 3,846.24 GEIB01001151.1
Contig5135 Actina Citoesqueleto 3,832.29 GEIB01000003.1
Contig5322 Desconhecido Desconhecido 3,569.30 GEIB01001168.1
Contig5375 Tiropina (Thyropin Inibidor de peptidase 3,454.82 GEIB01000013.1
precursor)
Contig4193 Elongation factor 1 alpha Magquinério de tradugdo  3,448.40 GEIB01000005.1
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Contig5140 NADH dehydrogenase Metabolismo de energia  3,432.30 GEIB01001136.1
subunit 4

Contig5330 Proteina secretada pk-2 Desconhecido 3,406.06 GEIB01001238.1

Contig4523 Histona h4-like Regulagdo nuclear 3,361.93 GEIB01001148.1

Contig4392 Desconhecido secreted Desconhecido 3,320.96 GEIB01000002.1

protein PK-26 precursor

Contig5201 Hemelipoglicoproteina Transportadores-canais ~ 3,078.88  GEIB01000004.1

Contig3883 Citocromo C oxidase subunit ~ Metabolismo de energia  3,066.59  GEIB01000009.1
i

Contig4762 Citocromo C oxidase subunit ~ Metabolismo de energia  3,057.08 GEIB01001135.1
i

Contig5313 Catepsina B Peptidases 3,006.84 GEIB01001153.1

Contig3743 Bud13 homolog Maquinario de 2,730.72 GEIB01000159.1

transcricdo

Contig4919 Histona h2a Regulagdo nuclear 2,619.56 GEIB01000023.1

Contig4336 Proteina ribossomal 16 Proteinas ribossomais 2,603.71 GEIB01001143.1

Contig5277 Ciclofilina (Cyclophilin) Maquinario de 2,515.60 GEIB01000035.1

modificacéo de proteina

Contig4288 Fatty acid-binding protein Transportadores-canais ~ 2,504.31 GEIB01000054.1

Contig5102 Desconhecido Desconhecido 2,448.53 GEIB01000014.1

Contig5184 DNA double-strand break Desconhecido 2,324.17 GEIB01001138.1

repair rad50
Contig5044 Tiropina (Thyropin Inibidor de peptidase 2,269.30 GEIB01001163.1
precursor)

Contig5275 Zinc finger protein 713 Fatores de transcrigdo 2,260.39 GEIB01001185.1

Contig5248 Secretado Desconhecido 2,215.95 GEIB01001174.1

Contig4891 NADH dehydrogenase Metabolismo de energia  2,169.13  GEIB01000031.1

subunit 2
Contig4474 Proteina de choque térmico Maquinério de 2,131.22 GEIB01000006.1
(Heat shock protein 90) modificacdo de proteina
Contig4274 Histona Regulacéo nuclear 2,127.77 GEIB01001170.1
Contig4950 Hypothetical protein Desconhecido 2,107.83 GEIB01000017.1
IscW_ISCW001908

Contig4683 Citocromo C oxidase subunit ~ Metabolismo de energia  2,093.83 GEIB01001248.1
iii

Contig4660 Elongation factor 1 alpha Maquinario de tradugdo  2,092.82 GEIB01000016.1

Contig4668 Citocromo partial Metabolismo de energia  2,088.05 GEIB01001157.1

Contig4030 Beta 2c Transportadores-canais ~ 2,025.46  GEIB01001139.1

Contig3663 Translationally controlled Maquinéario de regulagdo  2,009.01 GEIB01001156.1

tumor protein do ciclo celular
Contig2925 Desconhecido Desconhecido 2,006.74 GEIB01001144.1
Contig3126 Vacuolar sorting protein 9 Desconhecido 1,967.28 GEIB01001225.1
domain containing protein

Contig4250 ADP ATP translocase 1 Transportadores-canais 1,916.54 GEIB01000011.1

Contig4745 Desconhecido Desconhecido 1,913.49 GEIB01001201.1

Contig3140 Catepsina D Peptidases 1,912.04 GEIB01001141.1

Contig5082 Glutationa-s-transferase Metabolismo oxidativo 1,900.88 GEIB01001162.1

Contig5023 Desconhecido Desconhecido 1,866.64 GEIB01001194.1

Contig5037 ATP sintase c-subunit Metabolismo de energia  1,836.66  GEIB01000055.1

Contig5042 Desconhecido Desconhecido 1,824.90 GEIB01001336.1

Contig4241 Catepsina L Peptidases 1,806.54 GEIB01000021.1

Contig4889 Desconhecido Desconhecido 1,740.50 GEIB01000033.1

Contig4307 Zinc finger Fatores de transcrigdo 1,717.53 GEIB01001161.1

A categoria metabolismo de energia foi representada por 10 contigs entre os 50
transcritos de maior valor de expressdo (Tabela 3), Contig4d778, Contig4644, Contig4262,
Contigh140, Contig3883, Contigd762, Contig4891, Contig4683, Contig4668 e
Contigh037. Esses sd@o genes que coficam para citocromo oxidases, NADH
desidrogenases e ATP sintases, que sdo enzimas mitocondriais carreadoras de elétrons e
sintetizadoras de adenosina trifosfato (ATP), que operam na cadeia respiratoria para a
obtencéo de energia celular.

Quinze contigs com alto nivel de RPKM foram agrupados na categoria
desconhecido (Tabela 3). Os transcritos Contig5056, Contig5434 e Contig4392 tiveram
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hit de 39% de identidade somente com uma proteina secretada desconhecida (unknown
secreted protein PK-26) de O. moubata, e ndo exibiram nenhum dominio conservado. O
transcrito Contigb322 de 535 bp exibiu dominio proteico conservado intracelular
(pfam03448) de MgtE (Magnesium transporter) e apresentou hits com a proteina
hipotética (hypothetical protein) de Maricaulis sp. (Bacteria: Hyphomonadaceae) e
Laccaria amethystine (Fungi: Tricholomataceae). Contig5322 é provavelmente uma
proteina secretada e de membrana, pois ele apresentou SignalP e TMHMM. O transcrito
Contig5330 também exibiu sinais de SignalP e TMHMM e teve hit de 53% de identidade
com uma proteina secretada (secreted protein pk-2) de O. moubata. O Contig5102 nédo
teve scores e nem e-values significativos no BLASTX. Também néo apresentou nenhum
dominio conservado de proteina, mas exibiu os sinais SignalP e TMHMM. Contig5184
teve hit com dna double-strand break repair rad50 de I. scapularis e exibiu maltiplos
dominios conservados putativos de proteina em dois frames de leitura (+1 e +3). No frame
+1, Contig5184 revelou quatro dominios putativos de FHC-F-BAR (cd07610),
Mplasa_alph_rch (TIGR04523), EzrA (pfam06160) e COG1340. A mesma quantidade
de dominios foi encontrada no frame +3, como TPR-MLP1-2 (pfam07926), COG1579,
SMC-prok-A (TIGR02169) e PRK04778. O transcrito Contig5248 foi identificado como
uma proteina secretada (secreted protein) no BLASTX, que foi confirmada com a
exibicdo de sinal de SignalP, porém nenhuma funcdo foi atribuida ao transcrito. O
Contig4950 teve hit de 29% de identidade com uma proteina hipotética “hypothetical
protein” IscW de I. scapularis, que tem funcdo desconhecida. O Contig3126, identificado
como vacuolar sorting protein 9 domain containing protein, teve melhores hits com
predicted telomerase-binding protein de Saccoglossus kowalevskii (Enteropneusta:
Harrimaniidae) e com Ankyrin repeat domain-containing protein 27 de Zootermopsis
navadensis (Insecta: Termopsidae). Os transcritos Contig2925, Contig4745, Contig5023,
Contig5042 e Contig4889 néo tiveram similaridade significativas com as sequéncias dos
bancos de dados no BLASTX e nédo exibiram nenhum dominio putativo conservado de
proteina.

Os transcritos Contigh277 e Contig4474 foram associados a categoria
maquinario de modificagcdo de proteina. O Contig5277 é uma ciclofilina (cyclophilin)
(dominio conservado — ¢d01926) e recebeu o cddigo enzimatico 5.2.1.8, que o classifica
como uma peptidilprolil isomerase. O Contig4474 foi identificado como uma proteina de
choque térmico “heat shock protein” (Hsp) 90 e teve hit de 94% de identidade com a
proteina Hsp90 de I. scapularis. Os transcritos Contig4523, Contig4919 e Contig4274
sdo genes que codificam para proteinas histonas, pois estes exibiram dominios putativos
conservados de H4 (cd00076) e dois H2B (cd00074), respectivamente. Esses transcritos
foram incluidos na categoria regulacdo nuclear, e tiveram hits de 99 a 100% de
identidade com histonas de carrapatos, acaros e peixes.

O transcrito Contig3663 foi associado a categoria maquinario regulatério de
ciclo celular. Esse foi identificado como um gene que codifica para uma proteina que
controla tumor translacionalmente “translationally controlled tumor protein” (TCTP),
pois este exibiu dominio putativo conservado de TCTP (pfam00838 e PTZ00151),
apresentando match com TCTPs de aranhas e carrapatos (Tabela 3).

Os transcritos Contig4611 (ferritina) e Contig5201 (hemelipoglicoproteina) sdo
possivelmente genes associados com o processo de nutricdo dos carrapatos. O
Contig4611 apresentou hits de 92% de identidade com ferritinas de O. moubata e
Ornithodoros coriaceus Koch, 1844, exibindo um dominio conservado de ferroxidase
citoplasmatica (cd01056, COG1528, PRK1034 e pfam00210). Foi, portanto, agrupado na
categoria estocagem, pois ferritina € uma enzima que reage com ferro. O transcrito
Contig5201 foi nomeado como uma hemelipoglicoproteina (hemelipoglycoprotein) e
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apresentou melhor hit com uma vitelogenina de H. longicornis. Possui 2623 bp e é
provavelmente um gene de proteina carreadora de heme, pois a fungéo de transporte foi
atribuida a ele, sendo entdo incluido na categoria transportadores-canais. O Contig5135
apresentou hits de 96-100% de identidade com actina (dominio conservado pfam00022)
e esta incluido na categoria citoesqueleto (Tabela 3).

Trés contigs de alto RPKM (Contig4288, Contig4030 e Contig4250) foram
identificados como genes transportadores de lipidios e elementos quimicos. O transcrito
Contig4030 exibiu dominio conservado de beta-tubulina (cd02187), enquanto
Contig4250 apresentou multiplos dominios conservados de proteinas mitocondriais
carreadoras (pfam00153), em trés diferentes frames de leitura (+1, +2 e +3). O transcrito
Contig4336 foi identificado como uma proteina ribossomal 16 (cd13156), apresentando
sinais de SignalP e TMHMM, e teve melhor hit com ribossomal protein L6 putative de I.
scapularis.

Dois transcritos de O. mimon (Contig5275 e Contig4307) que estdo entre os
melhores 50, codificam para proteinas ligantes, denominadas zinc finger (Tabela 3). Esses
transcritos foram associados ao processo de regulacdo de transcricdo e foram incluidos
na categoria fator de transcri¢do. O Contig3743 exibiu dominio conservado de Bud13
(pre-mRNA splicing fator of RES complex) e foi classificado na categoria maquinario
de transcricdo. Os transcritos Contig4193 e Contig4660 foram associados a atividade
funcional de fator de alongamento de traducéo e receberam o CE 2.7.7, que os classifica
como nucelotidiltransferases (nucelotidyltransferases). O restante dos transcritos entre 0s
top 50 mais expressos sdo apresentados nos subitens abaixos.

5.7 Transcritos envolvidos na digestdo do repasto sanguineo e na absorcao de
nutrientes

Os transcritos de O. mimon associados com as fungbes do intestino, como
digestdo, absorcdo, transporte, desintoxicagdo e imunidade, sdo destacados nas proximas
secdes: enzimas digestivas e outros transcritos associados com as atividades funcionais
do tecido intestinal.

5.7.1 Enzimas digestivas

Identificou-se 103 transcritos digestivos que foram divididos em trés categorias:
peptidases (67), metabolismo de lipidio (17) e metabolismo de carboidrato (19) (Tabela
2). A participacdo em processos metabolicos de lipidios, carboidratos e proteinas foi
atribuida a esses transcritos digestivos.

5.7.1.1 Peptidases

Encontrou-se cDNA de proteinases pertencentes as classes de serino, cisteina,
aspartico e metalo, que totalizaram em 67 transcritos. Para todos esses transcritos foi
atribuido a funcéo de atividade proteolitica.

As cisteinas peptidases foram as mais representativas com 32 transcritos (48% das
peptidases). Genes que coficam para caspases, calpainas, catepsinas e legumainas
constituiram o grupo das enzimas proteolitica do tipo cisteina. Para os transcritos de
caspases e cisteinas apoptdticas de O. mimon atribuiu-se a participagdo na programagao
mediata da morte celular (apoptose), pois esses transcritos exibiram o dominio
conservado catalitico de cisteina caspase aspartase (cd00032, pfam00656 e smart00115).
Os cDNAs de calpainas apresentaram dominio conservado de proteina do codigo
cd00044, que os caracterizam como cisteinas proteinases citoplasmaticas de célcio
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dependente. Este grupo tem diferentes funcdes, como processo de remodelagem do
citoesqueleto, diferenciacédo celular, apoptose e sinal de traducéo.

As catepsinas do tipo cisteinas de O. mimon foram representadas pelos transcritos
de catepsinas B, C, L e O, sendo a peptidase B a mais abundante. O Contig5313 (RPKM
3006,84), classificado como uma catepsina B, teve melhor hit do BLASTX com catepsina
de 1. scapularis. O codigo enzimético 3.4.22.1 atribuido ao transcrito Contig5313 e a
exibicdo de dominio conservado de catepsina B (cd02620 e pfam00112), indicam que
esse contig € um gene que codifica para uma enzima proteolitica pertencente a familia
das papainas cisteinas peptidases (nimero de acesso JAR86966.1). No total, foram
encontrados cinco genes codificadores para catepsina B (RPKM entre 273,25 e 3006,84;
média 1144,16), dos quais somente um (Contig5218-GEIB01001273.1) apresentou sinal
predito de secrecdo (SignalP). Dois transcritos, Contig4241 (GEIB01000021.1) e
Contig4886 (GEIB01000047.1), nomeados como catepsina L foram identificados no
intestino de fémeas de O. mimon e mostraram também o predito sinal de secrecdo. O
Contig4241 (RPKM 1086,54) apresentou melhor hit com catepsina L de
Strongylocentrotus purpuratarus (Echinoida: Strongylocentrotidae — Ouri¢o-do-mar) e
ndo apresentou similaridade com catepsinas L de carrapatos. Diferentemente, o transcrito
Contig4886 (RPKM 998,78) teve hits principalmente com catepsinas L de carrapatos.

Identificou-se somente uma Unica sequéncia de cDNA de catepsina C (Contig653;
RPKM 686,42- GEIB01001207.1). Esse transcrito exibiu dominio conservado de
proteina de cisteina proteinase da familia papaina (cd02621 e pfam00112). O transcrito
Contig2830 (RPKM 559, 20- GEIB01000303.1) foi identificado como catepsina O e
apresentou similaridades com uma cisteina protease e um putativo inibidor de protease
“cysteine protease and A protease inhibitor, putative” de I. scapularis e com uma proteina
cisteina peptidase semelhante a catepsina O ““cathepsin O-like cysteine peptidase protein”
de Tityus serrulatus (Arachnida: Scorpiones: Buthidae). Esse transcrito exibiu dominio
putativo de peptidase C1A (cd002248, pfam00112 e COG4870), que o classifica como
uma cisteina peptidase papaina que pertence a familia C1 e subfamilia C1A. A proteina
codificada pelo transcrito Contig2830 (numero de acesso JAR87535.1) tem um
conservado motivo de 12 residuos de aminoacidos (QLNCGACWAFST), que é
caracteristico do sitio ativo de proteases tiol (cisteina) de eucariotos. No alinhamento
maltiplo de sequéncias de catepsina O observou-se seis conservados similares residuos
na regido do motivo (Figura 9).
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> XP_011308766.1| PREDICTED: cathepsin O-like [Fopius arisanus ]
> XP_008937868.1| PREDICTED: cathepsin O, partial [Merops nubicus ]
> KFW09681.1| Cathepsin O, partial [Eurypyga helias ]
> KGM00196.1| Cathepsin O, partial [Charadrius vociferus ]
> NP_001026300.1| cathepsin O precursor [Gallus gallus ]
> KDR16812.1| Cathepsin O [Zootermopsis nevadensis ]
> KFP46127.1] Cathepsin O, partial [Cathartes aura]
> CAA54562.1| cathepsin O [Homo sapiens ]
Posicao dos residuos de aminoacidos do motivo

CWA
CWwWA
CWA
CWA
CWA
CWA
CwWA
CWA
7 8 910

Sequéncias * *o* *okoK
> Contig2830| JAR87535.1| cathepsin o like, partial [Ornithodoros mimon ] Q CGACWAF
> XP_002399230.1|_cysteine_protease_and_A_protease_inhibitor_putative [Ixodes scapularis] Q CG CWAF
> CDJ26736.1| cathepsin O-like cysteine peptidase protein [Tityus serrulatus ] Q CG CWAF
> XP_003696831.2| PREDICTED: cathepsin O-like [Apis florea ] Q CGACWAF
> XP_008547449.1| PREDICTED: cathepsin O [Microplitis demolitor ] Q CG CWAY
> XP_695717.3| PREDICTED: cathepsin O [Danio rerio ] Q CGGCWAF
> KFM83070.1| Cathepsin O, partial [Stegodyphus mimosarum ] Q CGACWAF
> XP_009805315.1| PREDICTED: cathepsin O, partial [Gavia stellata] Q CGGCWAF
> XP_970512.2| PREDICTED: cathepsin O [Tribolium castaneum ] Q CGACWAY
> XP_009961473.1| PREDICTED: cathepsin O, partial [Tyto alba ] Q CG CWAF
> XP_012284997.1| PREDICTED: cathepsin O-like isoform X2 [Orussus abietinus ] Q CGACWAF
> XP_003490694.1| PREDICTED: cathepsin O-like [Bombus impatiens ] Q CG CWAF
> XP_006121910.1| PREDICTED: cathepsin O, partial [Pelodiscus sinensis ] Q CGGCWAF
Q CG Y
Q CG F
Q CG F
Q CG F
Q CG F
Q CG F
Q CG F
Q CG F
1 4 5

WA 444440 40440400 Z2m0mMm0OZ
COOPPOOOOI>PO>PPOI>OP>PO>>>>P>
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Figura 9. Comparacédo das sequéncias de catepsina O no alinhamento da regido motivo do sitio ativo da
protease tiol de eucariotos. O simbolo asterisco (*) representa os residos de aminoacidos conservados e
idénticos entre as sequéncias.

O transcrito Contig957 (RPKM 1258,64- GEIB01000015.1), nomeado como
cisteina de intestino “midgut cysteine”, mostrou 66% de identidade com midgut cysteine
proteinase putative de I. scapularis. A funcéo dessa cisteina ndo foi totalmente elucidada,
mas o transcrito também contém o dominio conservado de proteina de cisteina proteinase
da familia papaina (cd02248 e pfam00112). Identificaram-se quatro moléculas de cDNA
de transcritos que codificam para legumainas (Contig5200-GEIB01001220.1,
Contig4866-GEIB01001229.1, Contig1966-GEIB01000064.1 e  Contig5258-
GEIB01000075.1) com RPKM entre 510,71 e 811,89. Todos os transcritos de legumainas
exibiram dominio conservado da familia de peptidase C13 (pfam01650), que os definem
como peptidases asparaginilos.

Treze transcritos (19% das peptidases) apresentaram a funcéo de atividade de
serinos endopeptidases, conforme a similaridade de sequéncia, e foram agrupados no
grupo das serinos. Dentre eles, destacam-se as serino proteinase de carrapato (tick serine
proteinase), quimotripsina, proteina lisossomal, carboxipeptidase e outras serino
proteinases. O transcrito de maior nivel de expressao entre as serinos foi o Contig5086
(RPKM 1491,85- GEIB01000042.1), designado como uma serino proteinase de carrapato
e teve hits de 76% de identidade com uma proteina precursora semelhante a serino
proteinase “serine protease-like protein precursor” de O. moubata. Esse transcrito
contém sinal de predicao de secre¢do, além do dominio conservado de tripsina (cd00190
e pfam00089) e o cddigo enzimatico 3.4.21, que o classifica como uma quimotripsina. Os
transcritos Contig3496 (RPKM 378,88-GEIB01000176.1) e Contig4814 (RPKM 125,76-
GEIB01002008.1) contém dominio de serino carboxipeptidase (pfam00450), tanto que a
funcdo de atividade de carboxipeptidase foi atribuida a eles. Trés transcritos, Contig3702
(RPKM 255,96-GEIB01001026.1), Contigl413 (RPKM 240,14-GEIB01000923.1) e
Contig3285 (RPKM 181,16-GEIB01002101.1) apresentaram dominio de microssomal
peptidase sinal da subunidade de 25 e 12 kDa (SPC — pfam06703), pertencendo,
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provavelmente, ao complexo de peptidase sinal do reticulo endoplasmatico. Duas
moléculas de cDNA codificadoras para quimotripsinas foram bem expressas
(Contigd026-RPKM 8454,53 e Contig4983-RPKM 1223,48- GEIB01000056.1), que
tiveram similaridade com serino protease de O. moubata.

Os genes de metalopeptidases do intestino de O. mimon foram compostos por
endo e exopeptidases, como oligopeptidase, dipeptidase, dipeptidil-peptidase e
aminopeptidases, representando 28% (19 contigs) das peptidases intestinais. Cinco
transcritos de metalo proteinases (Contig621-RPKM 421,73- GEIB01000425.1;
Contig5173-RPKM 396,41- GEIB01001324.1; Contig5085-RPKM321,65-
GEIB01000292.1; Contig4027-RPKM 202,48- GEIB01001988.1; e Contig5249-RPKM
157,45-GEIB01002015.1) tiveram GO hit de atividade funcional de exopeptidases,
exibindo dominio conservado de aminopeptidase (pfam05195), e apresentando codigo
enzimatico 3.4.11.1, que os caracterizam como aminopeptidases. Por outro lado, os
transcritos Contig3475 (GEIB01000240.1), Contig2224 (GEIB01000674.1) e Contig435
(GEIB01000370.1) (RPKM 401,61, 302,04 e 267, respectivamente) compreenderam as
metaloendopeptidases, sendo designado a eles o codigo enzimatico 3.4.24. Os contigs
Contig2690 (GEIB01000301.1) e Contig3707 (GEIB01002128.1) apresentaram dominio
de metalopeptidase do tipo M19 e foram classificados como dipeptidil-peptidase por sua
atividade funcional.

Trés transcritos (Contig3140-RPKM 1912,04-GEI1B01001141.1, Contigd774-
RPKM 977,20- GEIB01001183.1 e Contig3706-RPKM 769,09- GEIB01001344.1)
apresentaram funcGes preditas de endopetidases do tipo aspartica. O Contig3140 foi
identificado no BLASTX como catepsina D, exibindo dominio conservado catalitico de
acido aspartico de catepsina D. Este transcrito apresentou predicdo de peptideo sinal
(SignalP) e de regido de transmembrana (TMHMM). Os transcritos Contigd774 e
Contig3706, identificados como proteases lisossomais asparticas, receberam o codigo
enzimatico 3.4.23, que os classificam como pertencentes ao grupo das endopeptidases
asparticas, além de apresentarem o dominio de catepsina D. Todas esses transcritos
asparticos enzimaticos tiveram similaridade principalmente com aspartica proteinases de
carrapatos, como . ricinus e H. longicornis.

5.7.1.2 Metabolismo de carboidrato

A categoria metabolismo de carboidrato foi contemplada por 19 transcritos que
representam genes que codificam para chitinase, fructose, galactosidase, maltase,
fucosidase, fosfatase e glucosidase. Dois contigs, Contig4d231 (RPKM 846.71-
GEIB01000065.1) e Contig4692 (RPKM 212.64- GEIB01000144.1), exibiram dominio
conservado de quitinase (cd02872 e COG3325) e o codigo CE 3.2.1.14, que 0s
classificam como genes que codificam para proteinas quitinases. O transcrito Contig4231
apresentou sinal predito de secrecdo (SignalP), enquanto que Contig4692 teve sinal de
regido de transmembrana (TMHMM). Trés moléculas cDNA (Contig571-RPKM 508,41;
GEIB01000076.1, Contig4163-RPKM 506,43; GEIB01001334.1 e Contig3170-RPKM
173,88; GEIB01002097.1) de maltases intestinais foram identificados no transcriptoma
de O. mimon. Todas apresentaram o dominio conservado catalitico de alfa amilase
(cd11328), que é encontrado em proteinas maltases.

Os transcritos Contig79 (RPKM 548,19; GEIB01001240.1) e Contig3343 (RPKM
286,33; GEIB01000239.1) sdo genes que codificam para fructose, pois exibiram dominio
conservado e atividade funcional de fructose-bisfostato-aldolase (cd00344 e cd00354).
Os codigos enziméticos 4.1.2.13 para Contig79 e 3.1.3.11 para Contig3343 o0s
caracterizam como fructose-bisfostato-aldolase e fructose-bisfosfato, respectivamente.
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Atividade funcional de a-glucosidase e o codigo enzimatico 3.2.1.20 foram atribuidos aos
transcritos Contig4153 (RPKM 237,32; GEIB01000542.1) e Contig3020 (RPKM 150.55;
GEIB01000699.1), classificando-os como genes de glucosidases. O transcrito Contig39
(RPKM 274.70; GEIB01001233.1) foi identificado como um glicogénio fosforilase,
sendo atribuido a ele o codigo enzimatico 2.4.1.1. Esse exibiu dominio conservado de
GT1 gliconénio fosforilase (cd04300 ¢ pfam00343). O dominio conservado de a-I-
fucosidase foi identificado em duas moléculas de cDNA (Contigl03-RPKM 138.33;
GEIB01002031.1 e Contig5179- RPKM 130.22; GEIB01000885.1), representando assim
as fucosidases intestinais de O. mimon. Glucosiltransferase, a-galactosidase,
hexosaminidase e aminotransferase contemplaram o restante das carboidrases.

5.7.1.3 Metabolismo de lipidio

A categoria metabolismo de lipidio foi composta principalmente de lipases,
fosfolipases, reductases, transferases e fosfodiesterase e ligase. Todos estes transcritos
foram associados com o processo celular de metabolismo de lipidio. Identificou-se um
Unico transcrito codificante da enzima fosfolipase B (Contigl795-RPKM- 394,32-
GEIB01001359.1), que teve hits de 66% de identidade com fosfolipase de Limulus
polyphemus (Line, 1758). Outro transcrito de lipase (Contig2581-RPKM 294,38-
GEIB01000804.1) teve similaridade (72% de identidade) com triacilglicerol lipase de I.
scapularis.

5.7.2 Outros transcritos associados com as atividades funcionais do intestino

Nesta secdo, sdo destacados os transcritos das categorias inibidor de peptidase,
imunidade, metabolismo oxidativo e transportadores-canais, que estdo associados com as
funcdes intestinais.

5.7.2.1 Inibidor de peptidase

Dezessete transcritos intestinais foram associados a categoria inibidor de
peptidases. Serpinas, cistatinas e inibidores com dominio Kunitz foram os mais
representativos. O dominio putativo conservado de inibidor de serino proteinase — “serine
proteinase inhibitor serpin” (cd00172 e pfam00079) foi identificado em 12 transcritos.
O transcrito Contig4823 (RPKM 990,82-GEIB01001172.1) apresentou identidade de
46% com serine protease inhibitor 5 RmS5 de R. microplus. Cinco transcritos
(Contig2329-RPKM 525,76-GEIB01000354.1, Contigb352-RPKM 479,84-
GEIB01001620.1, Contig3495-RPKM 407,87- GEIB01000363.1, Contig3309-RPKM
328,78-GEIB01001820.1 e Contig3457-RPKM 204,22- GEIB01001015.1) exibiram o
dominio Kunitz (cd0019, pfam00014 e smart00131). Destes, somente Contig3309 e
Contig3457 apresentaram sinal predito de secre¢do. O transcrito Contig3309, identificado
como um precursor de veneno inibidor de protease - “venom protease inhibitor
precursor”, apresentou hits de 48 a 58% de identidade com inibidores Kunitz de
serpentes. Um dos genes inibidores de peptidases de O. mimon (Contig3184- RPKM
457,08-GEIB01001287.1) exibiu dominio conservado de  macroglobulina
“macroglobulin” (cd02897, pfam07677 e pfam07678) e teve melhor hit com uma
macroglobulina “a-2-macroglobulin splice variant” de O. moubata.

A atividade de inibir endopeptidases do tipo cisteina foi associada a quatro
transcritos, duas cistatinas (Contig4119-RPKM 446,61-GEIB01001544.1 e Contig3897-
RPKM 271,95-GEIB01001844.1) e duas tiropinas (thyropins) (Contigh375 e
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Contig5044). Os transcritos Contig4119 e Contig3897 exibiram dominio conservado de
cistatinas (cd00042, smart00043 e pfam00031) nas sequéncias de cDNAs e tiveram hits
de 53 e 58% de identidade, respectivamente, com cistatinas de O. moubata. As duas
moléculas de cDNA que codificam para tiropinas apresentaram dominio conservado de
tiroglobulina (thyroglobulin) (cd00191) e foram bem expressas no tecido intestinal.

5.7.2.2 Imunidade

A categoria imunidade foi representada principalmente por 4 transcritos, trés
genes de defensina A e um de lisozima. Foram atribuidos aos transcritos de defensina A,
a participacdo de resposta de defesa contra bactérias gram-negativas e positivas, e para o
transcrito de lisozima, foi conferida a atividade lisossomal. Um transcrito de defensina
foi bem expresso (Contig5007-RPKM 1115,41-GEIB01000200.1) e apresentou 80% de
identidade com defensina de O. moubata, enquanto que Contig2696 (RPKM 312,63-
GEIB01000589.1) teve o melhor hit com lisozima dessa mesma espécie de carrapato.

5.7.2.3 Metabolismo oxidativo

Na categoria metabolismo oxidativo foram associados 70 transcritos, que s&o
enzimas atuantes nos processos de 6xido-reducdo de compostos e na reposta de estresse
oxidativo, como a fosfolipideo-hidroperéxido glutationa peroxidase (Contigb141-
GEIB01001198.1, Contigh040-GEIB01001224.1, Contig5426-GEIB01000051.1 e
Contig3924-GEIB01000721.1) e a glutationa-S-transferase (gst) (Contig5082,
Contigh045-GEIB01000083.1,  Contig5342-GEIB01001199.1 e  Contig3084-
GEIB01000333.1). Um dos transcritos de glutationa peroxidase teve alto nivel de
expressao (Contigs141-RPKM 1710,24-GEIB01001198.1) e teve similaridade de 81%
com a fosfolipideo-hidroperdxido glutationa peroxidase de R. microplus. Esse transcrito
exibiu o cddigo enzimatico 1.11.1.9 e o dominio conservado de glutationa peroxidase
(GSH) (cd00340). Outros transcritos altamente expressos associados com o0 metabolismo
oxidativo foram Contig5082 (RPKM 1900,88) e Contig5045 (RPKM 1153,50), e esses
exibiram os dominios conservados das classes de gst de delta e epilson (cd03045) e mu
(cd03075), respectivamente. Contig5045 também exibiu os preditivos sinais de pepetideo
de secrecdo e de regido de transmembrana. Os transcritos de gst tiveram similaridade com
putativas glutationa-s-transferase de 1. scapularis. O transcrito Contigl3l (RPKM
166,75-GEIB01001909.1) foi identificado como uma microssomal glutationa-s-
transferase, pois exibiu dominio de MAPEG (Membrane Associated Proteins in
Eicosanoid and Glutathione metabolizm) (pfam01124), além de SingalP.

5.7.2.4 Transportadores-canais

Foram agrupados 246 transcritos na categoria transportadores-canais, com
atividade funcional de transporte e de receptores de elementos bioldgicos e quimicos,
como proteinas, carboidratos, lipidios, anions e ions. Os transcritos mais representativos
foram vitelogenina (10 transcritos) e hemelipogliproteina (6). Ambos foram associados a
fungéo de transporte de elementos lipidicos. O transcrito Contig4329 (RPKM 713,31),
identificado como vitelogenina-B, apresentou melhor hit com vitelogenina-B de H.
longicornis. Esse transcrito (GEIB01001142.1) exibiu dominio conservado de fator de
von Willebrand (pfam00094 e smart00216), que foi também encontrado nas demais
vitelogeninas de O. mimon. Dentre os genes que codificam para hemelipogliproteina,
destacam-se o transcrito Contig5201 (RPKM 3078,88) que foi altamente expresso e
apresentou sinal preditos de secrecéo.
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5.8 Filogenia

Nesta secdo, € apresentado os resultados das inferéncias filogenéticas relacionadas
as peptidases digestivas e ao conjunto de dados transcritdmicos de carrapatos.

5.8.1 Filogenia de peptidases digestivas

As diferentes classes de peptidases formaram dois distintos grupos: um grupo
parafilético contendo as serinos, cisteinas e metalo proteinases e um grupo monofilético
com as peptidases aspérticas (Figura 10). A classe das cisteinas foi representada pelas
catepsinas (familia de peptidases C1) e pelas legumainas (familia C13). O clado
monofilético das catepsinas do tipo cisteinas foi formado pelas catepsinas, pelas cisteinas
proteinases digestivas, pelas cisteinas intestinais (midgut cysteine) e pelas dipeptidil
peptidases do tipo 1. A maioria das cisteinas catepsinas de O. mimon séo relativamente
préximas as catepsinas de carrapatos, formando assim grupos monofilético fortemente
suportados (Figura 10). A excecéo foi o transcrito Contig4241, que agrupou com 0 ramo
de catepsinas L de anfibios, aves e peixes (Figura 10). Cada catepsina (B, C, L e O)
formou um grupo monofilético que foi bem suportado dentro do clado das cisteinas
catepsinas. As catepsinas B e C ocorrem no mesmo ramo, e catepsina O formou um grupo
irm&o com as endopeptidases B e C. A catepsina L foi dividida em dois distintos clados
com forte suporte. Um dos clados foi constituido somente por sequéncias de proteinases
L de artrépodes, enquanto que o outro clado foi formado por proteases de bivalves,
equinodermos, artropodes (aranhas, escorpifes e carrapatos) e vertebrados. Demonstrou-
se, pela primeira vez, a presenca de uma catepsina O em carrapatos. Essa catepsina
(Contig2830) é filogeneticamente proxima a uma proteina de I. scapularis que foi
anotado como uma putativa cisteina protease e inbidor de protease. O grupo da catepsina
O também formou dois distintos clados na inferéncia filogenética: um grupo representado
por peptidases de artropodes, e 0 outro por sequéncias de aves e peixes (Figura 10).

A classe de serino peptidase formou dois distintos clados ndo relacionados de
carboxipeptidase e quimotripsina. O clado das carboxipeptidases (familia S10 — grupo |
de serino) divergiu a partir do mesmo ramo das legumainas (familia C13), mas o ramo €
fracamente suportado (Figura 10). A serino carboxipeptidase de O. mimon (Contig3496)
foi filogeneticamente préxima a dipetidase de Metaseiulus occidentalis (Nesbitt, 1951)
(Acari: Mesostigmata), enquanto que o transcrito Contig5200 (legumaina) posicionou-se
com um grupo irmdo de legumainas de peixes, mamiferos e aves. As quimotripsinas
(familia S1- grupo Il de serino) formaram um grupo irmd com as metalo
aminopeptidases (grupo Il de metalo peptidases). As serinos peptidases de O. mimon,
Contig4026 e Contig5086, sdo filogeneticamente proximas no clado das serinos
peptidades de carrapatos.

As metalo peptidases também formaram dois clados ndo correlacionados de
dipeptidil peptidase Il (familia M49) mais dipeptidases especificas ndo citosolica
(familia M20) (grupo | das metalo peptidases) e de aminopeptidases (grupo Il de metalo
peptidases). Ambos transcritos (Contig4173 e Contig2690) que pertencem ao grupo | das
metalo peptidases sao relativamente proximos as dipeptidases de I. scapularis (Figura
10). Porém, a aminopeptidase de O. mimon posicionou-se préximo das aminopetidases
de dipteros. As peptidases asparticas formaram um grupo monofilético bem suportado
representado pelas catepsinas D e proteases lisossomais asparticas (familia A1A —
pepsina). Os transcritos Contig3140 (catepsina D) e Contig4774 (protease lisossomal
aspartica) parecem ser relativamente préximos e foram incluidos no grupo das proteinases
asparticas de carrapatos (Figura 10).
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5.8.2 Filogenia de carrapatos: arvore de espécies construida usando conjunto de
dados de transcritoma

O software Get Homologues identificou e selecionou 425 familias de genes
homdlogos dos conjuntos de dados de transcritos de carrapatos. A arvore de espécies
geradas a partir das 425 arvores de maxima verossimilhanca dos transcritos homologos
dos transcritomas de carrapatos inferiu a relagdo filogenética das espécies destes acarinos
(Figura 11). Nesta inferéncia filogenética, dois distintos clados monofiléticos das familias
de carrapatos (Argasidae e Ixodidae) foram estabelecidos (Figura 11). A espécie de acaro
M. occidentalis foi usada como grupo externo na anélise filogenética. No clado da familia
da Argasidae, a subfamilia Ornithodorinae foi composta pelas espécies dos géneros
Ornithodoros e Antricola. O género Ornithodoros € parafilético, formando dois grupos:
Neotropical Ornithodorinae (O. mimon e Antricola delacruzi Estrada-Pefia, Barros-
Battesti and Venzal, 2004) e Ornithodoros sensu stricto (s.s.) (O. parkeri, O. moubata,
Ornithodoros rostratus Aragdo, 1911 e O. coriaceus). No grupo Neotropical
Ornithodorinae, as espécies O. mimon e A. delacruzi sdo filogeneticamente relacionadas,
formando um grupo monofilético. A subfamilia Argasinae foi composta pela espécie Ar.
monolakenis.

O clado da familia Ixodidae é dividido em dois distintos grupos: Metastriata e
Prostriata. O grupo Metastriata é formado pelas subfamilias Rhipicephalinae (R.
microplus, R. appendiculatus, R. sanguineus, D. variabilis e D. andersoni),
Amblyomminae (A. maculatum, A. variegatum, A. americanum e A. cajennense) e
Haemaphysalinae (H. longicornis). A espécie H. longicornis formou um grupo basal com
0s outros carrapatos metastriatos. O grupo Prostriata € representado somente pelo genéro
Ixodes (subfamilia Ixodinae).

42



.4 %ﬂ@mu Sl llmmon]| Catepsinas L de Artrépodes

100
i Catepsinas L de Invertebrados e Vertebrados
S r?‘éé‘.’%%é’if‘é’éﬁi%’%%‘éﬁ E i |
Réﬁ;!a rmnrq ol assoc |'l g cggihus mimosarum) CIStEI.naS p_rotd'a-lnases
gusesaﬁﬂg& cafﬁbepsm \.genc us ]aep%rmcedn]ase Sl m intestinais
96
I Catepsinas C
100
100 [— SSW’- sodes Seapfie Catepsinas B
i 97 { — ilgﬁ%#bg?ml Iﬁc:ﬁ.;’elgp%rgtrﬁl%eggﬁﬁnp?ce%% aos. aslpendlculatus] atepsinas
Sl i [38147393 |cathe] riatoma intestans
99 g
100 i12 7 ote o i .
o L i riaza90 cathepan’® 10 aihadords mimant™ "> o+ P Heapciial | Catepsinas O
| o0 -
100 100 [_'{ 35 e i 124163215 gt?\eé sca m ar'las]
100 88 _"39_{__ 4 ngf‘s'éﬁs—'egm i i hiss mlmosaru'{ﬁ Grupo | de Metalo peptidases
7 gi|1482 ip
e TR

P 32%875\%

I Legumainas

42

Grupo | de Serino proteinases

Grupo Il de Serino proteinases

89

ros mon
aris

o
é:o]p?ﬁel es]darlmgl]

100

ik | Grupo Il de Metalo peptidases

92 40 c3 doro o
- 0474 ic protease {orni odoros mimon) Peptidases Asparticas

90
. oy

— gi|768420602|lysosomal aspartic protease [Plutella xylostella

2.0

Figura 10. Arvore Filogenética de peptidases. Comparaco filogenética de peptidases de O. mimon com as proteinases selecionadas que tiveram hit na busca do BLAST. A
arvore foi construida usando o método de méaxima verossimilhanga e o alinhamento multiplo das sequéncias de aminoacidos de peptidases. Os ramos de coloracdo verde e azul
claro representam as cisteinas peptidases, enquanto que os ramos azul, vermelho e laranja sdo as proteinases aspartica, metalo e serino, respectivamente. Em preto estdo

destacadas as peptidases de O. mimon. O método de enraizamento foi 0 de midpoint.
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6 DISCUSSAO

A andlise do transcritoma do intestino de fémeas ingurgitadas de O. mimon
identificou diversos transcritos que podem estar associados com as func¢des do 6rgao. Os
transcritos obtidos no presente estudo foram analisados e anotados funcionalmente
conforme os melhores resultados de similaridade em relacao as sequéncias depositadas
nos bancos de dados génicos e proteicos, como GenBank e Uniprot, propostos pelas
ferramentas de busca automatizadas, BLASTX, BLASTP e BLAST2GO (ALTSCHUL
et al., 1990, 1997; CONESA et al., 2005). A busca por analogia no BLAST identificou
0s contigs obtidos por meio de uma comparacdo de similaridade. A etapa de mapeamento
do BLAST2GO recuperou os termos GO associados as sequéncias de interesse (query)
no processo de busca do BLAST, e os utilizou, conforme a pontuacao (score) final de
cada termo escolhido, na fase de anotacéo para a atribuigcdo funcional do termo GO ao
query (CONESA; GOTZ, 2008).

A maior parte dos transcritos foi completamente anotado usando a ferramenta
BLAST2GO, com excecdo de uma porcentagem (22,60%) que nao apresentou
similaridade com nenhuma sequéncia dos bancos de dados, mesmo alterando os padrdes
de busca do BLAST para menos estringentes. Na literatura, estas sequéncias completas
sdo referidas como genes 6rfdos (orphan genes), e a proporcdo difere consideravelmente
entre um genoma para outro (DUJON, 1996; SATOSHI; NISHIKAWA, 2004). Eles séo
abundantes entre os transcritomas de carrapatos (GIBSON et al., 2013). Anderson et al.
(2008) identificou 396 transcritos desconhecidos (47%) no transcritoma do intestino de
D. variabilis. Francischetti et al. (2008a,b) classificou 59% e 49% dos conjuntos de
sequéncias como desconhecidos nos transcritomas das glandulas salivares de O.
coriaceus e O. parkeri, respectivamente. No sialotranscritoma de I. scapularis, 34 % dos
seus transcritos pertencem a categoria desconhecido, enquanto que o sialoma de A.
variegatum mostrou que a maioria dos genes (466) é de funcdo desconhecida (RIBEIRO
et al., 2006, 2011). Gibson et al. (2013) identificaram que aproximadamente 71% das
sequéncias do transcritoma de A. americanum falta similaridade com sequéncias dos
bancos de dados. As principais razdes para a falta de similaridade podem estar atribuidas
a qualidade das sequéncias, a baixa qualidade da montagem, a auséncia de funcao génica,
a isolacdo taxonémica das espécies e a emergéncia de novos genes por duplicacédo e/ou
mecanismos de transposi¢do (TAUTZ; LOSO, 2011; GIBSON et al., 2013). Outra razao
para a ocorréncia do grupo desconhecido possa estar associada ao pouco numero de
estudos gendmicos de carrapatos. Os transcritos que nao apresentaram GO hit
provavelmente sdo genes cuja fungdo ainda ndo € totalmente conhecida ou simplesmente
anotada pobremente.

A anélise predita de sublocalizacéo celular identificou uma baixa porcentagem de
proteinas secretadas e de transmembrana, indicando que a maior parte dos constituintes
proteicos de O. mimon é intracelular. Resultado similiar foi observado por Anderson et
al. (2008), que obtiveram uma pequena porcentagem de transcritos secretados entre 0s
genes expressados no intestino da espécie D. variabilis. Cinquenta e trés porcento dos
transcritos diferencialmente expressos no transcritoma do intestino de fémeas de R.
microplus foram classificados como intracelular e 18% como proteinas de membrana
(HEEKIN et al., 2013a). Xu et al. (2016) identificaram que 56,05% dos transcritos
intesinais de H. flava séo pertences a componentes celulares, como a membrana.

Na analise por atribuigdo funcional, as atividades funcionais mais predominantes
no conjunto de transcritos foram adesao e atividade catalitica, indicando que grande parte
dos genes do intestino sdo enzimas e proteinas de interagdo (como canais, receptores e
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transportadores). Assim como na analise automatizada, a categorizacdo identificou que a
categoria atividade catalitica foi prevalente, indicando que a maioria dos transcritos
intestinais sdo proteinas enzimaticas, como oxidoreductases, transferases, hidrolases,
liases, isomerases e ligases. Heekin et al. (2013a) também identificaram adesdo e
atividade catalitica como as mais comuns funces no transcritoma do intestino de R.
microplus. O mesmo foi observado por Xu et al. (2016) que classificaram 47, 25% e 42,
75% dos transcritos de H. flava nas categorias funcionais adesao e atividade catilitica,
respectivamente, e a terceica categoria funcional mais representativa foi atividade de
transportar. Transcritos associados com a categoria transportadores-canais foram
abundantes, pois diversos transcritos com funcdes de adesdo, proteinas carreadoras,
receptores e canais, foram agrupadas na categoria. A categoria desconhecido foi
abundante em termos do numero de transcritos devido a muito transcritos sem funcéo
definida e que falta similaridade foram agrupadas dentro desta categoria.

Concomitantemente, os niveis de RPKM acumulado foram maiores nas categorias
desconhecido, atividade catalitica e transportadores-canais. Diversos transcritos com
altos niveis de RPKM sédo genes mitocondriais, como citocromo oxidase, sintase ATP e
desidrogenase. Outra categoria que predominou entre os transcritos de alto nivel de
RPKM foi a categoria desconhecido. Alguns dos transcritos desconhecidos exibiram
dominio conservado ou tiveram hits com proteinas hipotéticas que falta anotacédo
funcional. Histonas, Hsp90, TCTP, zinc finger, B-tubulina, proteinas ribossomais e
ciclofilina contemplaram os transcritos tops50 do trato digestivo de O. mimon. Esses,
somados aos genes mitocondriais de obtencdo de energia, de maquinario de transcrigéo e
traducdo, de regulacéo nuclear e de fatores de transcricdo e traducdo, sdo provavelmente
genes essenciais para a manutencdo das funcdes bésicas das células, sendo denominados
de “housekeeping”, pois sdo frequentementes expressos para as atividades celulares
(EISENBERG; LEVANON, 2013).

6.1 Transcritos envolvidos nas func¢des do intestino

Baseado no maquinério digestivo de hemoglobina de I. ricinus descrito por Horn
et al. (2009) e Sojka et al. (2013), a digestdo intracelular do repasto sanguineo ocorre pela
acdo de enzimas proteoliticas lisossomais, como catepsinas do tipo cisteina e aspartica,
leucina-aminopeptidase, legumainas e serinos peptidases. Conforme estes autores, a
degracdo inicial da hemoglobina nos carrapatos é realizada pela catepsina D, associadas
as enzimas auxiliares, catepsina L e legumainas; e as catepsinas B e C clivam os grandes
fragmentos de hemoglobina em dipeptideos.Outras peptidases, como metalo e serino
proteinases, ainda ndo tiveram o papel totalmente revelado na digestdo, mas especula-se
que as serinos carboxipeptidases e aminopeptidases possam participar clivagem para
liberacdo de aminodcidos livres na digestdo (HATTA et al., 2006; ANDERSON et al.,
2008; HORN et al., 2009). Os resultados obtidos no presente estudo indicam que o
maquinario digestivo dos carrapatos é presente na andlise transcritbmica de fémeas
ingurgitadas de O. mimon. Tdoos as proteinases digestivas descritas acima foram
identificadas em diferentes niveis de expressdo (RPKM), com as catepsinas B, D e L bem
expressas no intesino das fémeas ingurgitadas. Essas peptidases também foram
identificadas nas analises transcritbmicas do intestinos de I. ricinus, D. variabilis e H.
flava (KOTSYFAKIS et al.,, 2015a; ANDERSON et al., 2008; XU et al., 2016),
concordando assim com 0s nossos resultados.

Além do maquinario digestivo, o0s carrapatos tem um mecanismo de
desintoxicacao de heme através do acimulo deste composto em organelas especializadas
no epitélio intestinal, chamado de hemossomos (LARA et al., 2003). Essas organelas sao
formadas pelo transporte e entrega de proteinas carreadoras, como a
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hemelipoglicoproteina, que séo associadas ao heme (MAYA-MONTEIRO et al., 2000;
LARA et al., 2003, 2005; DUPEJOVA et al., 2011). A hemelipoglicoproteina de O.
mimon constitui de um transcrito de alto nivel de RPKM, possivelmente indicando a
expressdo génica em resposta a digestdo do repasto sanguineo, com o objetivo de
acumular heme. QOutro transcrito que pode estar associado com a absorcao de nutriente é
0 gene de ferritina. Em respostas & exposi¢cdo de ferro, células de insetos produzem
moléculas de ferritinas de dois tipos, citosdlica e secretada (GEISER et al., 2006). O
transcrito de ferritina foi bem expresso nas fémeas ingurgitadas de O. mimon,
possivelmente em resposta ao sangue do hospedeiro, que é rico em ferro. Moléculas de
cDNA de ferritina de duas espécies de carrapatos (O. moubata e I. ricinus) foram
caracterizadas e essas moléculas ndo demonstraram evidéncias de serem proteinas
secretadas, indicando que sejam proteinas citoplasmaticas (KOPACEK et al., 2003).
Estes achados estdo de acordo com o resultado do presente estudo, pois o transcrito de
ferritina de O. mimon ndo exibiu nenhum sinal preditivo de secrecdo. O ferro é uma
substancia derivada da degradacdo da hemoglobina presente no repasto sanguineo, que
resulta em componentes que servem como nutrientes para os carrapatos alimentarem,
desenvolverem e reproduzirem. A ferritina é frequentemente encontrada nas analises de
mialomas e sialomas transcritomas de carrapatos (ANDERSON et al., 2008; RIBEIRO et
al., 2012; KOTSYFAKIS et al., 2015).

O intestino dos carrapatos também expressa enzimas que digerem outros
constituintes do repasto sanguineo, como carboidratos e lipidios (MORETI et al., 2013;
KOTSYFAKIS et al., 2015). Transcritos de carboidrases foram identificadas no trato
digestivo de O. mimon, dos quais quitinases e alfa-glicosidases foram os mais prevalentes.
O papel destas enzimas na digestdo ndo tem sido totalmente compreendido e ha poucos
estudos sobre isto. Porém, por outro lado, a atividade de carboidrases, como
glucosaminidase, quitinase e fucosidase, no conteudo intestinal de A. scultptum (citado
como A. cajennense) foi recentemente identificada e caracterizada, e foi sugerido que a
digestdo dos carboidratos ocorre no limen intestinal, diferentemente da digestdo
intracelular da proteina (MORET]I et al., 2013).

Inibidores de proteases sdo expressos tanto nas glandulas salivares como no
intestino de carrapatos (KOPACEK et al., 2010). A funcdo destes inibidores nestes
acarinos nao esta totalmente esclarecida; porém, Mulenga et al. (2001; 2003) e Tirloni et
al. (2014) sugerem que inibidores, como serpinas, podem ser utilizadas pelos carrapatos
para regular a atividade das endopeptidases e a hemostasia. Segundo Imamura et al.
(2005), os inibidores de peptidases sdo apontados como eficientes antigenos para
elaboracdo de vacinas, pois sdo genes essenciais para a sobrevivéncia dos carrapatos, uma
vez que estariam associados com processos enddgenos, como regulacdo da coagulagao
da hemolinfa. Inibidores de serino peptidases do tipo Kunitz sdo conhecidos por atuarem
na defesa do intestino contra infeccBes de rickettsiais e/ou protegendo as células de
carrapatos contra acaricidas (KOPACEK et al., 2010). Além dos inibidores Kunitz de
carrapatos, identificamos um cDNA de veneno de serpente inibidor de protease no
intestino de O. mimon, que demonstrou similaridade com sequéncias de inibidores Kunitz
de serpentes.

Schwarz et al (2012) citaram que as cistatinas de carrapatos atuariam como
reguladores da digestdo do repasto sanguineo e como moduladores da resposta imune do
hospedeiro. Além disso, essas cistatinas participam da imunidade inata do carrapato
atraveés da inibicdo de enzimas especificas de microrganismos, sendo assim potenciais
alvos de interesse para elaboracio de drogas e vacinas (KOPACEK et al., 2010).
Grunclova et al. (2006) reportaram pela primeira vez a existéncia de duas cistatinas de
carrapatos da familia Argasidae. A cistatina tipo | é citosolica e a tipo Il € secretada, e
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essas divergem bastante das cistatinas de outros invertebrados, vertebrados e plantas
(SCHWARZ et al., 2012). As cistatinas de O. mimon ndo apresentaram sinal para via de
secre¢do, indicando que podem ser pertencentes ao tipo I. Porém, essas apresentaram
similaridade com sequéncias de cistatinas de O. moubata, que conforme Gruncléva et al.
(2006) ¢ do tipo 11, ou seja, secretada. E possivel que o algoritmo SignalP néo identificou
0 peptideo sinal nas sequéncias de cDNA das cistatinas de O. mimon. Outro transcrito
inibidor de cisteina peptidase ¢ a tiropina. Esse ndo tem a fungédo totalmente conhecida,
mas o transcrito de tiropina de O. mimon ficou entre os top 10 genes mais expressivos no
trato digestivo desta espécie.

No transcritoma de O. mimon, identificou-se somente a isoforma de defensina A,
que é comum nas espécies de Ornithodoros (CHRUDIMSKA et al., 2010). Os principais
transcritos associados a categoria imunidade foram defensina e lisozima. Ambos
transcritos tém sido identificados no intestino de O. moubata e tiveram as suas atividades
antibacterianas comprovadas, tanto para bactérias Gram-positivas como Gram-negativas
(KOPACEK et al., 1999, 2010; NAKAJIMA et al., 2002a,b). Nakajima et al. (2001,
20023, b) identificaram quatro isoformas bastante similares de defensinas (A, B, C e D)
em O. moubata, que sdo reguladas em resposta ao repasto sanguineo. Similarmente,
Chrudimska et al. (2010) identificaram as mesmas isoformas em outras espécies de
Ornithodoros e em ixodideos, sendo que a quantidade variou entre as espécies. Os
carrapatos tém um eficiente mecanismo de protecédo dentro do intestino que combate e
impede o desenvolvimento de microrganismos no repasto sanguineo, assegurando assim
o recurso nutritivo (GRUNCLOVA et al., 2003).

De maneira diferente, mas também envolvidos na imunidade dos carrapatos, 0s
transcritos associados ao metabolismo oxidativo, como glutationa-S-transferase (gst) e
fosfolipideo-hidroperdxido glutationa peroxidase, sdo conhecidos por atuarem na
desintoxicagédo celular causada pelos acaricidas. Dessa forma, participam na resisténcia
dos carrapatos aos produtos quimicos de controle, como os organofosforados (HE et al.,
1999; COSSIO-BAYUGAR et al., 2005; DUSCHER et al., 2014). Genes de gst de O.
mimon sdo membros pertencentes as classes Delta, Epilson e Mu. Segundo Shahein et al.
(2013), as duas primeiras classes sdo especificas da ordem Insecta, enquanto que a classe
Mu é de mamiferos. Reddy et al. (2011) identificaram as mesmas classes (Delta, Epilson
e Mu) e outros genes de gst no genoma de I. scapularis, e citaram que as classes Delta e
Epilson podem exibir a mesma funcéo de desintoxicacdo encontrada em mosquitos contra
inseticidas.

6.2 Filogenia

A inferéncia da relacdo filogenética das peptidases digestivas demonstrou que as
proteinases de O. mimon sdo relativamente proximas as proteinases de carrapatos. Esta
relacdo pode ser uma evidéncia que os transcritos digestivos de O. mimon séo atuantes no
maquinario digestivo de hemoglobina, principalmente as catepsinas B, C, D e L. Além
disso, essas catepsinas foram claramente classificadas em distintos grupos monofiléticos
que foram fortemente suportados. Os distintos clados de catepsinas foram também
identificados na analise da atividade digestiva do intestino de I. ricinus (SOJKA et al.,
2008). Com base na inferéncia filogenética obtida no presente estudo, sugere-se que 0s
diferentes transcritos de catepsina L de O. mimon passaram por distintos processos
evolutivos. O transcrito Contig4241 pode ter divergido de catepsinas L de vertebrados,
formando um clado moderadamente suportado (bootstrap de 74), enquanto que 0 gene
Contig4886 aparentemente evolui de um gene ancestral comum ao gene de carrapatos. A
catepsina O de O. mimon divergiu das catepsinas de artropodes e formou um grupo
monofilético com cisteina proteinase de I. scapularis. Assim, é possivel assumir que essa
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proteina de I. scapularis possa ser também uma catepsina O. Portanto, registrou-se a
presenca desta lisossomal papaina cisteina endopeptidase (catepsina O) em carrapatos
pela primeira vez.

Os grandes grupos de peptidases, como serinos, cisteinas e metalo, demonstraram
serem parafiléticos. Barrett e Rawlings (1995, 1996) e Rawlings e Barret (1993) ja
apresentaram evidéncias que as peptidases do tipo serino, metalo e cisteina tem separadas
origens evolucionarias, formando particulares e separadas familias dentro das classes de
enzimas proteoliticas. Rawlings e Barrett (1993) usa o termo familia para descrever um
grupo de enzimas em que cada membro demonstram relacéo evolucionaria, e cla para
definir as familias que compartilham um ancestral em comum.

Na andlise filogenética, as familias S1 (Clan A) e S10 (Clan C) de serino
proteinases, quimotripsina e carboxipeptidase, respectivamente, nd&o s&o
filogeneticamente relacionadas e provavelmente tem origens evolutivas separadas.
Similar observacéo foi detectada para a classe de metalo peptidase, no qual dois distintos
grupos filogenéticos foram identificados. Um dos grupos foi representado por
aminopeptidases pertencentes a familia M17, que é filogeneticamente relacionado com
as quimotripsinas (familia S1), enquanto que o outro grupo compreende as familias M20
e M49, que sdo as dipeptidases e dipeptidil peptidases, respectivamente, e que
compartilham um ancestral comum. A classe de cisteina peptidase também formou dois
clados ndo relacionados, com as familias C1 (catepsinas) e C13 (legumainas). A familia
C1 compartilha um gene ancestral com o grupo | de mtelo peptidases (dipeptidasae e
dipetidilpeptidae), e C13 é um grupo irmao da familia S10 (carboxipeptidase).
Diferentemente das outras classes de peptidases, as proteinases pertencentes a classe
aspartica formaram um grupo monofilético, provavelmente devido o0s transcritos
selecionados no presente estudo pertencerem a mesma familia Al.

A andlise filogenética de carrapatos, baseada na unido e estimacao de 425 arvores
de méxima verossimilhanca de transcritos homologos, foi bastante similiar a recente
inferéncia feita por Burger et al. (2014), que construiram uma filognia molecular baseda
em sequéncias do genoma mitocondrial e em sequéncias nucleares de rRNA. Ambas
inferéncias filogenéticas identificaram o genéro Ornithodoros como parafilético, com 0s
carrapatos Neotropicais associados a morcegos (O. mimon e A. delacruzi) no grupo
Neotropical Ornithodorinae e as outras espécies de Ornithodoros em Ornithodoros s. s.
Klompen e Oliver (1993) ja tinham proposto o parafiletismo de Ornithodoros por analises
filogenéticas de caracteres morfologicos e de desenvolvimento. Estes autores
modificaram a sistematica e taxonomia da familia Argasidae através da elevacdo do
subgénero Carios para género, adicionando nesse novo género o0s carrapatos assoaciados
com morcego pertencentes aos géneros Antricola e Nothoaspis, e aos subgéneros de
Ornithodoros (Alectorobius, Subparmatus e Reticulinasus) e Argas (Chiropterargas e
Carios). As modificagbes propostas por Klompen e Oliver (1993) foram adotadas for
alguns taxonomistas (HORAK et al., 2002; BAKER; MURREL, 2004; LABRUNA et al.,
2008; BARRROS-BATTESTI et al., 2011), porém outros autores (LABRUNA et al.,
2008; VENZAL et al., 2006, 2008; NAVA et al., 2009, 2010; ESTRADA-PENA et al.,
2010) questionam a posicéo de Antricola e Nothoaspis, e revalidaram estes como géneros
em diferentes andlises filogenéticas. No entanto, assim como Klompen e Oliver (1993) e
Burger et al. (2014), outros estudos na regido Neotropixal sugerem a proxima relacéo
filogenética entre os géneros Antricola e Orntihorodoros (Alectorobius) (ESTRADA.-
PENA et al., 2006; LABRUNA et al. 2008; VENZAL et al. 2012, 2015; BARROS-
BATTESTI etal. 2011, 2015; NAVA et al. 2009). Em todas estas inferéncias 0s membros
de Antricola e Ornithodoros (Alectorobius) formam dois distintos grupos monofiléticos
que compartilham um ancestral em comum. O grupo Ornithodoros s. s. compreende as
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verdadeiras espécies de Ornithodoros dentro da subfamilia Ornithodorinae baseado na
classificacdo de Klompen e Oliver (1993), que na analise filogenética do presente estudo,
sdo representadas por O. parkeri, O. moubata, O. coriaceus e O. rostratus. Burger et al.
(2014) também identificaram as mesmas espécies e outras Ornithodoros sp dentro de
Ornithodoros s. s., concordando com 0s nossos achados. Desta maneira, a nossa
inferéncia filogenética concorda com a proposta de Burger et al. (2014) para 0s grupos
Neotropical Ornithodorinae e Ornithodoros s. s. na familia Argasidae.

No clado da familia Ixodidade, as espécies de Rhipicephalus (R. microplus, R.
appendiculatus e R. sanguineus) formaram um grupo irmdo com os membros de
Dermacentor (D. variabilis e D. andersoni), suportanto assim a subfamilia
Rhipicephalinae citada por Black et al. (1997) e Barker e Murrell (2003). Na inferéncia
filogenética do presente estudo, Rhipicephalinae é grupo irmd de Amblyomminae,
enquanto que Haemaphysalinae forma um grupo basal em Metastriata. Ha controversias
na posicao filogenética destas subfamilias e géneros (NAVA et al., 2009). Crampton et
al. (1996), Black et al. (1997) e Mangold et al. (1998) inferiram que ha uma proxima
relacdo entre Rhipicephalinae e Haemaphysalinae, sendo Amblyomminae um grupo basal
as outras familias. No entento, Black e Piesman (1994) construiram uma filogenia baseda
em 16s rDNA em que Amblyomminae e Haemaphysalinae ocorrem no mesmo ramo, mas
com Amblyomminae sendo parafilético, com as espécies A. americanum e A. cajennense
proximos de Rhipicephalinae, e A. variegatum e Amblyomma hebraeum Koch, 1844
relacionados com Haemaphysalinae. Dobson e Barker (1999) também identificaram o
parafiletismo de Amblyomminae, sendo esta subfamilia grupo irméo de Rhipicephalinae.
O resultado do presente estudo demonstrou uma topologia similiar as de Black e Piesman
(1994) e Dobson e Barker (1999), e discordou do restante das inferéncias anteriores da
familia Ixodidae.

Desta maneira, conclui-se que os transcritos de transcritoma de carrapatos sdo um
recurso viavel para demonstrar, inferir e avaliar a relacdo filogenética dos carrapatos, com
uma resolucdo similiar a outros conjuntos de dados, como genoma mitocondrial e rRNA
nuclear. Porém, destaca-se a necessidade de mais estudos transcritbmicos de carrapatos,
principalmente com os argasideos, para aperfei¢oar a resolucdo do conjunto de dados
transcritbmicos.

7 CONSIDERACOES FINAIS

A andlise transcritbmica do presente trabalho é o primeiro estudo transcritbmico
do intestino de uma espécie de carrapato argasideo da fauna brasileira. Desta maneira, o
presente estudo contribui para um melhor entendimento dos transcritos intestinais dos
carrapatos, pois forneceu informac@es de transcritos relacionados a importantes processos
dos carrapatos, como a digestdo, nutricdo e imunidade, e adicionou aos bancos de dados
publicos gendmicos diversas sequéncias transcritbmicas da espécie de argasideo. Porém,
€ necessario constatar a necessidade de um estudo transcritbmico comparativo entre
espécimes alimentados e ndo alimentados para confirmar o perfil expressivo do tecido
intestinal, uma vez que no presente estudo foi analisado somente uma condicdo de
expressao (ingurgitado). Além disso, estudos protedmicos aumentaram a compreensado
das funcdes biologicas, bioguimicas e fisioldgicas dos transcritos intestinais, fornecendo
informacdoes que podem ser 0 ponto de partida para a descoberta de novas moléculas
alvos para o desenvolvimento de medidas alternativas de controle de carrapatos.
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8 CONCLUSAO

1) A andlise transcritdmica do intestino de O. mimon infere que importantes genes
associados com a funcdo do intestino, como a digestdo do repasto sanguineo e nutrigcdo
de carrapatos, estdo presentes em fémeas ingurgitadas da espécie de estudo.

2) O conjunto de dados de transcritos serviu como uma fonte vidvel para a
inferéncia filogenética de espécies de carrapatos.
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