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Peptideos antimicrobianos em Rhipicephalus (Boophilus) microplus
Antimicrobial Peptides in Rhipicephalus (Boophilus) microplus
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Adriana Seixas'? & Itabajara da Silva Vaz Junior'?

ABSTRACT

Background: The arthropod Rhipicephalus (Boophilus) microplus is a hematophagous ectoparasite that transmits a wide
number of microorganisms to their host such as bacteria Anaplasma marginale. Anaplasmosis is responsible for serious
damages to livestock due to mortality caused in herds, decrease in milk production and weight gain and expenses with
prevention and control. Is an enzootic disease in temperate, subtropical and tropical countries. In these regions, cattle con-
tamination may occur biologically by ticks, mechanically by flies or iatrogenically. The immune system of invertebrates
has multiple mechanisms, but it is simpler than the immune system of vertebrates, however the ticks have a wide variety
of protection mechanisms, including production of antimicrobial peptides (AMPs) which act directly against invading
pathogens. To this date, only a few AMPs have been described in R. microplus, and little is known about the activity of
these AMPs against A. marginale.

Review: The tick R. microplus has several mechanisms to protect itself against invading microorganisms. Besides a
protective cuticle and epithelia lining which are part of the first line of defense against pathogens, there are intermediate
compounds of melanization, coagulation, phagocytosis, encapsulation, nodule formation, reactive oxygen species, pro-
teins such as cystatins and additionally a vast repertoire of antimicrobial peptides (AMPs). However, the Anaplasma sp.
have developed evolutionary mechanisms to be able to adapt and survive in this arthropod which is the main biological
vector this pathogen. The AMPs can be expressed constitutively by the immune system, induced by infection, or by the
recognition of surface components of microorganisms such as lipopolysaccharides (LPS) and peptidoglycan (PNG).
However, through evolutionary events, the Anaplasma marginale lost genes encoding these components characteristic
of the cell wall of Gram-negative bacteria, and thus, is likely that the major surface proteins (MSPs) are involved in its
strengthening as the resistance to AMPs. Although the mechanisms of action of AMPs have not been fully elucidated,
models are proposed to demonstrate how the interactions between lipid bilayer and AMP happen. More than 1,000 AMPs
have been described in several groups of eukaryotes. In particular, amphibian peptides account for 592 of total AMPs
representing a rich source of these molecules. Additionally, another 166 AMPs were isolated from insects. However,
in R. microplus, few studies have described the existence of AMPs. The known R. microplus antimicrobial peptides are
defensin and ixodidin (both isolated from hemocytes), the microplusin (isolated from female hemolymph and eggs),
VTDCE ( isolated gut and ovary), and other two peptides characterized as fragments of bovine hemoglobin, Hb 33-91
and Hb 98-114, (isolated from engorged female gut).

Conclusion: Since the silencing of genes encoding AMPs expressed in R. microplus decreases the number of
A. marginale, it is suggested that this bacteria could adapt to support the tick immune defense mechanisms generating
a symbiotic relationship, a evidence that the expression of AMPs can be manipulated by the pathogen to assist in its
multiplication by a mechanism not yet defined, thus the Anaplasma sp. and the tick vector can live together allowing
the bacteria transmission by the host. More studies about antimicrobial peptides expressed in R. microplus against in-
vading microorganisms are necessary in order to improve the comprehension of its immune system and its competence
for bovine anaplasmosis as a vector.
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1. Rhipicephalus (Boophilus) microplus

Os carrapatos sdo ectoparasitas hemat6fagos
obrigatdrios de vertebrados incluindo anfibios, rép-
teis, aves e mamiferos [27]. Sdo classificados dentro
da subordem Ixodidae, ordem Parasitiformes, com
duas grandes familias que incluem espécies com
mais de 140 milhdes de anos: Argasidae (carrapatos
moles) e Ixodidae (carrapatos duros). Outra familia,
Nuttallielliedae, inclui apenas uma espécie de car-
rapato, a qual foi descrita em 1931 por Bedford [5]:
Nuttalliella namaqua [55].

As larvas alimentadas dos carrapatos Ixodidae
dioxenos (dois hospedeiros) e trioxenos (trés hospe-
deiros) permanecem presas no hospedeiro e realizam
apenas uma alimentacdo apds a eclos@o, por um
periodo que dura até 21 dias, enquanto os carrapatos
Argasidae alimentam-se por menos de uma hora e por
multiplas vezes [27]. A fase parasitdria dos carrapatos
Ixodidae monoxenos (um Unico hospedeiro) dura em
média 21 dias e estes se alimentam preferencialmente
de plasma. Apenas em momentos que precedem o
répido ingurgitamento das ninfas e das fémeas é que o
sangue torna-se o principal constituinte alimentar [7].

O carrapato Ixodidae R. microplus é uma
espécie de um unico hospedeiro que parasita prefe-
rencialmente os bovinos, sendo origindrio da Asia, e
encontrando-se adaptado as condig¢des de clima tropical
e neotropical, onde encontra condi¢des favordveis a sua
sobrevivéncia [67]. Sua distribui¢do no mundo inclui os
grandes rebanhos comerciais da América, Africa, Asia
e Oceania, entre os paralelos 32° Norte e 32° Sul [30].

A fase parasitaria do R. microplus inicia-se
quando a larva se fixa no bovino. Apds a eclosdo, em

um periodo de 4-21 dias, as larvas com suas cuticulas
fortalecidas passam a condicao de larvas infestantes e,
apos realizarem a fixag@o no bovino, passam a ser deno-
minadas de larvas parasitdrias. Durante a alimentacao,
as larvas parasitarias passam por alteragdes morfol6-
gicas e fisiol6gicas, mudando para os instares de ninfa
em um periodo de seis a oito dias. Estas continuam o
processo de desenvolvimento e, num periodo entre 12
e 14 dias, atingem a fase seguinte com diferenciacio
entre os sexos. No caso dos machos, a transformacao
de metaninfa para neandro (macho adulto jovem) dura
em média 14 dias e para gonandro (macho adulto apto
para cépula) mais dois dias. Com relagdo as fémeas,
a transformag¢do de metaninfa para nedgina (fémea
jovem) ocorre em torno do 17° dia ap6s a infestacao,
passando a partendgina (fémea semi-ingurgitada) em
trés dias e a teledgina (fémea ingurgitada) em dois dias.
O inicio da queda das teledginas ocorre em média entre
0 22° e 23° dia apds a infestacdo [29].

Durante a hematofagia, o aparato bucal entra
em contato com a pele do hospedeiro, perfurando-a,
fixando-se e injetando, através da saliva, componen-
tes como anticoagulantes, agentes antiplaquetarios,
vasodilatadores, anti-inflamatérios e imunomodula-
torios [69], substincias que auxiliam na manutencio
de um fluxo sanguineo ideal para sua alimentacio,
assim como na evasdo da resposta imune gerada pelo
hospedeiro.

O R. microplus é vetor de diversos patégenos
[33, 81], e em alguns casos, € sugerido que esses
agentes tenham co-evoluido com os carrapatos apre-
sentando relacdes ecoldgicas por vezes positivas [82].
Por exemplo, a co-evolugdo de A. marginale com o
Dermacentor spp. e a relacdo de simbiose faculta-
tiva entre Anaplasma phagocytophilum e o Ixodes
scapularis. No caso da A. marginale, devido ao fato
de existir algumas cepas que nio sdo transmitidas por
Dermacentor spp. (Florida, Illinois e Califérnia), é
sugerido que existam fendtipos de transmissdao con-
servados entre as cepas de A. marginale e diferencas
entre as espécies de carrapatos, a fim de uma eficiente
interacdo em nivel de adesdo, sobrevivéncia e repli-
cacdo do parasita [90]. No caso do I. scapulares, o
microrganismo contribui significativamente com a
atividade e sobrevivéncia do carrapato, pois sua inte-
racdo favorece a tolerancia ao frio [28].

O carrapato R. microplus transmite aos
bovinos os protozodrios Babesia bovis e Babesia
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bigemina, agentes da babesiose bovina [9], porém
¢é o principal vetor no Brasil da bactéria Anaplasma
marginale, agente da anaplasmose bovina, doenca que
acomete considerdveis perdas econdmicas a pecudria
além dos prejuizos causados pelo proprio parasitismo
do carrapato [46, 77]

2. Anaplasmose bovina

Bactérias do género Anaplasma pertencentes
a familia Anaplasmataceae, ordem Rickettsiales [20],
sdo os agentes causadores da anaplasmose, um dos
principais fatores limitantes para o melhoramento da
produtividade bovina em &reas tropicais e subtropicais
do mundo [46]. Na bovinocultura sao estimadas perdas
de mais de 500 milhdes de délares por ano, além do
alto indice de morbidade e mortalidade decorrentes da
anaplasmose bovina [31].

Anaplasmataceae ¢ uma familia de bactérias
intracelular obrigatdria que se replica dentro de va-
cuolos na célula hospedeira eucariota. A identificacdo
desse agente pode ser realizada através do método de
esfregaco sanguineo onde eritrécitos infectados com
A. marginale, corados por corantes hematoldgicos
convencionais (Giemsa, Wright, May-Grunwald) ou
corantes rapidos comerciais (Instant Prove e Panético
Répido LB), podem ser visualizados sob o0 microscopio
6ptico como formas arredondadas préximas a mem-
brana dos eritrécitos infectados [56].

No carrapato, a Anaplasma sp. desenvolve-se
no intestino, e via hemolinfa podem invadir outros
orgdos do carrapato como ovdrio, tibulos de Mal-
pighi, células musculares e glandula salivar [45], e
em bovinos desenvolvem-se dentro de eritrécitos.
O desenvolvimento do microrganismo nos tecidos
infectados ocorre em vactolos ligados 2 membrana
ou corpusculos iniciais, denominadas de formas
vegetativas ou reticuladas, formadas devido a uma
invaginagdo da membrana eritrocitdria, na qual a
bactéria se multiplica por fissdo bindria até que
sejam formadas grandes colonias contendo cente-
nas de microrganismos. Estes se transformam na
forma densa, uma forma mais arredondada e com
distribui¢do mais uniforme dos ribossomos em sua
superficie, configurando-se na forma infectante, a
qual entdo deixa a hemdcia sem rompé-la para poder
invadir outras células do hospedeiro [46]. Devido a
fagocitose dos eritrdcitos infectados pelas células
reticulo-endoteliais, ocorre uma diminuigao leve ou
acentuada do nimero de eritrécitos e ictericia, uma

das principais causas da morte de bovinos. A fase
aguda € caracteriza por uma elevada parasitemia, a
qual pode atingir um nivel maior que 70 % de eritro-
citos infectados, cada um contendo de 4-8 bactérias
dentro do vactolo ligado a membrana eritrocitica.
Esta fase pode apresentar um quadro clinico com
febre, letargia, aborto, inapeténcia e morte [44, 45].
Bovinos que sobrevivem a fase aguda da doenga
tornam-se persistentemente infectados, apresentam
nivel de parasitemia menor que 107 eritrdcitos in-
fectados por mL de sangue os quais s@o indetectdveis
microscopicamente, e dessa forma, bovinos persis-
tentemente infectados sdo epidemiologicamente
importantes na disseminagdo da doenca [44].

Os métodos mais comuns de transmissdo de
Anaplasma sp. incluem as formas bioldgica, meca-
nica e iatrogénica. A forma bioldgica ocorre através
de artrépodes hematéfagos, onde os carrapatos atuam
como principais vetores. O microrganismo pode se
multiplicar no intestino do carrapato [1] e apresentar
transmissdo transovariana além de que os carrapatos
machos monoxenos, por sua mobilidade e longevidade,
servem como reservatérios da doenga, e sdo consi-
derados importantes vetores epidemiologicamente
da anaplasmose bovina. Em carrapatos de miltiplos
hospedeiros, a transmissdo interestadial pode ocorrer,
sendo que também a forma mecanica, via picada de
mosquitos e moscas tais como as moscas dos estabulos
(Stomoxys calcitrans) e os tabanideos (Tabanus sp.)
[35], adquire importancia. Cerca de 20 espécies de
carrapatos em todo o mundo foram descritos como
transmissores bioldgicos dos agentes causadores de
anaplasmose [47]. Durante os trés estadios de vida
parasitdria, o carrapato pode infectar-se e transmitir
Anaplasma sp. para o bovino. A transmissdao pode
ocorrer de estddio para estddio, quando o carrapato
se infecta em um estddio e transmite para o estadio
seguinte (transestadial ou interestadial) [1], ou dentro
do mesmo estadio, entre larvas, ninfas e adultos, onde
o macho pode infectar-se em um bovino portador e
transmitir para outro bovino sensivel, sendo conside-
rada uma transmisséo intraestadial [75]. A transmissao
mecanica também pode ocorre quando instrumentos
contaminados com sangue de animais infectados com
a bactéria entram em contato com o sangue de bovi-
nos susceptiveis, nos quais os meios veiculadores sao
agulhas, serra chifres, pinga de nariz e instrumentos
de tatuagem ou castracdo. E no caso, quando ndo se
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observa os cuidados de lavagem e esterilizacdo dos
instrumentos de cirurgia no intervalo de um animal e
outro, caracteriza a forma iatrogénica [48]. Entretanto,
aexisténcia de uma transmissao transovariana é bastan-
te controversa e ainda ndo foi claramente demonstrada
em carrapatos infectados com A. marginale [85].

Os carrapatos ndo conseguem gerar uma
resposta imune celular eficiente contra a Anaplasma
marginale devido a inexisté€ncia de componentes tais
como peptideoglicano (PGN) e lipopolissacarideos
(LPS) na parede celular dessa espécie [52]. Dessa for-
ma, os peptideos antimicrobianos (PAMs) expressos em
R. microplus, ndo agem contra essa bactéria a qual
consegue sobreviver e ser transmitida pelo carrapato
para bovinos susceptiveis. Porém, estudos mostraram
que na presenca da Anaplasma sp., hd um aumento nos
niveis de expressao de defensina e microplusina, dois
PAMs que serdo descritos a seguir.

I1. SISTEMA IMUNE DOS INVERTEBRADOS

O sistema imune dos invertebrados possui mul-
tiplos mecanismos, porém mais simples que o sistema
imune dos vertebrados. O fendmeno “priming immu-
ne” ou memoria imunoldgica inata em invertebrados,
proposto por Rodrigues et al. [71], muda o dogma de
que os invertebrados sdo incapazes de desenvolver uma
resposta imune adaptativa. A memoria imunoldgica
inata é definida como uma mudanga funcional, devi-
do a diferenciacdo dos hemdcitos em decorréncia do
aumento dos granuldcitos circulantes na hemolinfa.
Caracteriza-se por ser uma imunidade de longo prazo
a fim de estabelecer uma resposta mais eficaz em um
reencontro com o microrganismo ou microrganismos
semelhantes. No entanto, estudos mais aprofundados
sdo necessdrios para entender as diferencas e semelhan-
cas entre a resposta imune adaptativa em vertebrados e
a memoria imune inata em invertebrados [71].

A existéncia de uma cuticula protetora e epi-
télios de revestimento nos invertebrados fazem parte
das primeiras linhas de defesa contra os patdgenos.
Nos estudos sobre interagdo patdgeno-hospedeiro,
observa-se a existéncia de compostos intermedidrios
de melanizacdo, coagulacdo, fagocitose, encapsula-
¢do, formacgdo de ndédulos e das espécies reativas de
oxigénio (ROS) [65]. Também, as cistatinas, cldssicos
inibidores de cisteino protease [24] e as lectinas ou
hemaglutininas [32] sdo as proteinas mais estudadas
em R. microplus [86]. Somando-se ainda, um vasto

repertério de peptideos antimicrobianos (PAMs) que
sd30 importantes na resposta imune inata de diversos
animais, insetos e plantas [39, 57, 86]. Dessa forma, os
PAMs sdo considerados como componentes limitantes
da infeccao, multiplicacdo e transmissao de patdégenos,
dificultando a viabilidade dos microrganismos, o que
acaba por favorecer a sobrevivéncia do carrapato in-
fectado. Como os carrapatos possuem a habilidade em
eliminar rapidamente os organismos ndo infectantes,
ou seja, consegue eliminar rapidamente os organismos
que ele mesmo nio transmite, assim como demonstrado
por de La Fuente e colaboradores (2001), no qual o
isolado da Flérida de A. marginale nao foi transmitido
pelo carrapato D. variabilis, enquanto que o isolado
da Oklahoma de A. marginale foi efetivamente trans-
mitido. Neste estudo, os carrapatos foram alimentados
durante sete dias em bovinos infectados experimen-
talmente com os respectivos isolados, e quatro dias
ap6s a retirada dos carrapatos desses bovinos, nao foi
encontrado o DNA por PCR quantitativo apenas do
isolado da Flérida de A. marginale em células intesti-
nais e glandulas salivares, as quais sdo as primeiras e
as ultimas células do carrapato respectivamente a serem
infectadas para que ocorra a transmissdo a bovinos
susceptiveis [18]. Contudo, é sugerido que o carrapato
elimina rapidamente os isolados de A. marginale que
ndo conseguem se aderir, colonizar e infectar as células
intestinais, de modo que os isolados de A. marginale,
transmissiveis por carrapatos (Oklahoma, Sta. Maries,
Virginia), diminuem os niveis de expressao dos PAMs
para conseguir estabelecer a infec¢@o no vetor [18, 47].

Os PAMs podem ser expressos constitutiva-
mente pelo sistema imune, induzidos por uma infec-
¢do, ou mesmo pelo reconhecimento de componentes
da superficie dos microrganismos como os LPS e PGN
[36]. Estimulos como LPS e PGN, gerados pelas bac-
térias Gram-negativas, regulam a via de sinalizacio
intracelular denominada Imd, conforme demonstra-
do em Drosophila melanogaster [36], induzindo a
expressdo dos PAMs. Entretanto, é caracteristico da
familia Anaplasmataceae a auséncia de uma parede
celular tradicional devido a perda de diversos genes
para a biossintese de LPS e PNG, os quais conferem
resisténcia e forma a bactéria [52], porém essas bac-
térias ndo parecem ser particularmente frageis [12]
e € provavel que as proteinas de superficie principal
(MSPs) participem do seu fortalecimento [91]. A
perda dos genes para a biossintese do lipideo A pare-
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ce ter sido um evento critico durante a evolug@o dos
ancestrais da familia Anaplasmataceae, com alguns
descendentes tornando-se bactérias intracelulares
obrigatdrias dos macréfagos e neutréfilos (células de
defesa primdria do hospedeiro) as quais expressam
os receptores Toll- like que ligam-se aos LPS e PNG
[52]. Dessa forma o carrapato ndo gera uma resposta
contra a Anaplasma sp., e assim a bactéria consegue
persistir no carrapato e ser transmitida para novos
bovinos [65]. Em bovinos, como a A. marginale é pa-
rasita intracelular obrigatodrio de eritrécitos maduros,
estes ndo apresentam em sua superficie os antigenos
da classe I associados ao complexo de histocompatibi-
lidade principal (MHC I) e estrutura de processamento
de antigeno assim, ndo € gerada uma resposta imune
celular competente para a eliminacio da Anaplama sp.,
que permanece nos bovinos os quais servem como um
reservatdrio infeccioso da doenga [54].

Os PAMs fazem parte da resposta imune inata
dos artrépodes, sdo armazenados em granulos no ci-
toplasma dos hemdcitos e liberados na hemolinfa de
uma maneira rapida e efetiva em decorréncia da invasao
por microrganismos [68]. Varios peptideos antimicro-
bianos sdo estudados em R. microplus: defensina [62],
microplusina [25], ixodidina [24], VTDCE [64] e os
fragmentos antimicrobianos de hemoglobina bovina,
como substincias mediadoras da resposta imune deste
artrépode contra patégenos invasores [26, 86].

1. Peptideos Antimicrobianos (PAMs)

A grande maioria dos PAMs isolados até o
momento € provenientes de insetos [95] e uma grande
parte de aracnideos [79]. Foram encontrados mais de
1.180 peptideos com atividade antibacteriana, den-
tre estes, 206 com atividade apenas contra bactérias
Gram-positivas e 108 com atividade apenas contra
bactérias Gram-negativas e mais dois PAMs contra
microrganismos intracelulares obrigatérios. Um PAM
com atividade contra protozodrio intracelular obriga-
tério isolado de Haemaphisalis longicornis [86, 87], e
outro PAM com atividade contra riquétsia intracelular
obrigatoria isolado de Dermacentor variabilis [14].

A classificacdo dos PAMs ¢ baseada em seu
organismo de origem, segundo um cléssico sistema
proposto por Whittaker [91], com apéndices de
palavras-chave contendo os cinco reinos: Procariotos
(Bacteria, Archaea e Eukarya), Protistas (Protozoa
e Algae), Fungos, Plantas e Animais; enquanto
peptideos humanos sdo classificados em um grupo

independente. O sistema de classificacdo dos PAMs
€ um sistema que possibilita caracterizar os peptideos
segundo o seu tamanho, estrutura, propriedade e ativi-
dade antimicrobiana, assim como agrupar e calcular o
nimero de peptideos diante a grande biodiversidade
existente, da mesma forma que permitir sua restricao
espécie-especifica [90].

Os peptideos antimicrobianos (PAMs) ge-
ralmente possuem de 12 a 50 aminodcidos, 88,6
% sdao moléculas catidnicas por serem ricos em
residuos de lisina, arginina e histidina, que sd@o
residuos bdsicos de cardter anfipdtico quando o pH
€ menor ou igual a 7 [34].

Os peptideos catidnicos possuem regides con-
servadas e sdo altamente flexiveis, podendo adaptar-
se dependendo da natureza i6nica da membrana do
microrganismo encontrado. A interacao do peptideo
com a membrana celular depende basicamente da
alta concentragdo de cargas negativas encontrada nos
lipideos da parede da célula procariota, enquanto na
célula eucariota sdo encontradas grandes quantidades
de lipideos neutros como no caso do colesterol [57].
As cecropinas foram os primeiros peptideos antimi-
crobianos isolados de insetos, a partir da hemolinfa
da tragca (Hyalophora cecropia) [38]. E uma familia
de peptideos antimicrobianos catidnicos de estrutura
linear, compostos de 31 a 37 residuos de aminoa-
cidos desprovidos de residuos de cisteina [37]. As
cecropinas sdo caracterizadas por possuir a¢ao litica
contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
[59], por um mecanismo que age de forma seletiva
sobre a membrana bacteriana [94]. O aumento da
carga positiva do PAM ¢é gerado por uma mudanca
p6s-traducional do grupo CONH,, uma amidagdo na
regido C-terminal do peptideo que causa aumento
da atividade antimicrobiana [68, 92], entretanto
como demonstrado com as cecropinas, o aumento
exacerbado pode causar diminui¢do da atividade.
Essa diminui¢do da atividade antimicrobiana pode
ser devida, em parte, as fortes interagdes do peptideo
com as cabecas polares dos fosfolipideos, evitando
assim a translocacdo desse peptideo para o interior
da célula [3, 14].

Apesar dos peptideos antimicrobianos
apresentarem uma grande diversidade estrutural é
possivel agrupd-los em trés classes distintas confor-
me a estrutura secundaria tridimensional: lineares,
ciclicos e estendidos [40].
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Os peptideos catidnicos lineares estdo pre-
sentes em varias espécies de fungos, plantas, anfibios
e mamiferos [10]. Eles adotam uma conformacao
preferencial em a-hélice por apresentarem residuos
de leucina, alanina, glicina e lisina. A estrutura em
a-hélice é resultante apenas quando o peptideo entra
em contato com a membrana bacteriana, a qual é
estabilizada pelos residuos de cisteina presente. Nos
peptideos catidnicos ciclicos, a presenga de um ou dois
pares de cisteina também € importante na manutengao
da estrutura [40], a qual ¢ estabilizada por ligacdes
dissulfeto 2-4. Assim, os residuos de cisteina possuem
atividade de manutencdo e estabilidade em diferentes
formas estruturais dos PAMs [96].

Os peptideos de cadeia longa de estrutura
estendida sdo os peptideos que apresentam predomi-
nancia de um ou dois residuos de aminoacidos em
sua estrutura primdria, podendo ser glicina, prolina,
triptofano, arginina ou histidina. Estes so os principais
componentes isolados de insetos que apresentam ativi-
dade antibacteriana e antifingica [100]. Os peptideos
que contém residuos de arginina também parecem
apresentar atividade antiviral, estes aminodcidos es-
tdo presentes tanto na estrutura em folha-f3 quanto na
estrutura em d-hélice e proporcionam flexibilidade a
cadeia dos peptideos [40]. Interessantemente peptideos
com estrutura em folha-f3 apresentam maior quanti-
dade de residuos de arginina do que de residuos de
lisina, enquanto a familia das 3-defensinas apresenta
uma propor¢ao de 1:1 entre os residuos de arginina
e lisina. Além disso, um menor nimero de mutacdes
ocorre no cédon que codifica o aminoacido arginina
das B-defensinas em relacdo ao c6don que codifica o
aminodcido arginina das d-defensinas. Tais mutagdes
geram o aminodcido lisina, altamente hidrofilico. Este,
supostamente, ¢ um mecanismo essencial para uma
continua atividade antibacteriana, visto que peptideos
sem modificagcdes apresentam maior atividade antimi-
crobiana em relacdo aos peptideos modificados [94].
Tanto a estrutura em 0O-hélice quanto a estrutura em
folha- presentes na regido C-terminal do peptideo,
podem ser caracterizadas como sitio funcional do
peptideo, e modificagdes nesta regido na qual contém
aminodcidos hidrofilicos para aminoacidos hidrof6bi-
cos, mostram que a atividade do peptideo estd relacio-
nada com a caracteristica anfipatica. Acredita-se que a
atividade antimicrobiana e a seletividade dos peptideos
sejam determinadas pelo modo de interacdo dessas

moléculas com as membranas celulares dos micror-
ganimos, visto que essa interacio é responsavel por
causar perturbagdes e acarretar na lise celular [51, 97,
98]. Este processo é muito mais rdpido que a maioria
dos mecanismos de acdo dos antibiticos cldssicos,
0s quais se baseiam em inibi¢do enzimadtica [53]. Um
bom exemplo da classe de peptideos de cadeia longa
estendida € a indolicina, um membro da familia das
proteinas catelicidinas, que sao peptideos isolados de
granulos citoplasmdticos de neutréfilos bovinos [73].

1.2 Peptideos Antimicrobianos de R. (B.) microplus

A primeira atividade antimicrobiana descrita
em carrapatos foi na espécie D. variabilis, e relata
fatores hemolinfaticos semelhantes a lisozima, encon-
trados em abundancia na hemolinfa apés uma infeccao
bacteriana. Esta proteina hemolinfética, foi separada
por cromatografia liquida de alta pressao e apresentou
uma massa molecular de 14,5 kDa, a mesma que a liso-
zima humana, mostrando-se eficiente contra bactérias
Gram-positivas como a Bacillus subtilis, e sem nenhu-
ma atividade contra bactérias Gram-negativas [41].

Posteriormente, foi demonstrado que o
PAM defensina ou varisina, como é denominado em
D. variabilis, apresentou aumento da expressao quando
o carrapato foi infectado artificialmente com a riquétsia
intracelular obrigatdria, Rickettsia montanensis [15], e
em resposta aos protozodrios Babesia spp. [87]. Entre-
tanto, quando o gene que codifica a defensina foi silen-
ciado por RNA de interferéncia houve uma diminui¢ao
no nimero de A. marginale mostrando que a expressao
do PAM, que age contra outros microrganismos e nao
contra esta bactéria, pode ser regulada por ela, para
auxiliar na sobrevivéncia e multiplicagdo dentro do
vetor por um mecanismo ainda ndo definido [47].

No intestino de H. longicornis, um peptideo
estruturalmente semelhante a defensina, denominado
longicina, foi identificado [88]. A atividade do peptideo
recombinante longicina, foi eficaz contra uma ampla
gama de microrganismos incluindo bactérias Gram-
positivas, Gram-negativas e fungos. Além de apresentar
atividade anti-Babesia a qual foi demonstrada a partir
de experimentos in vitro, € in vivo com camundongos
infectados com a Babesia microti, mostrando diminui-
¢ao significativa nos niveis de parasitemia [88].

Em R. microplus, os mediadores da resposta
imune descritos sdo: defensina, microplusina, ixodi-
dina, VITDCE [64] e dois fragmentos da cadeia a da
hemoglobina bovina Hb 33-61, Hb 98-114 [80].
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A familia da defensina foi identificada pela
primeira vez em hemdcitos do carrapato D. variabi-
lis [42], posteriormente em Ornithodoros moubata,
por Nakajima [62, 63] e apresenta uma similaridade
com a defensina de outros invertebrados [25]. A
defensina também foi isolada de plantas, mamife-
ros e insetos, entre eles os hematéfagos Stomoxys
calcitrans [60], Anopholes gambiae [69] e a mosca
tsé tsé Glossina morsitans [11].

A expressdo da defensina foi demonstrada
no intestino médio de Ornithodoros moubata, assim
como sua secrecao no limen intestinal deste parasita
[61], seu armazenamento se da em hemdcitos e sua
liberag@o ocorre na hemolinfa frente a uma infeccao
[8]. Contudo, os principais sitios de expressao génica
da defensina sdo o corpo gorduroso e os hemdcitos,
sendo poucos os estudos que demonstraram sua expres-
sdo em glandula salivar [73, 87]. A defensina expressa
em artrépodes € caracterizada por possuir trés pontes
dissulfeto, além de uma estrutura comum composta
de uma a-hélice e uma folha-f3 unidas por uma ponte
de dissulfeto. Apresenta uma massa molecular de 4,2
kDa e seis residuos de cisteina altamente conservados,
que formam quatro ligacdes de dissulfeto responsaveis
por estabilizar a estrutura tridimensional do peptideo,
e capaz de formar poros na membrana de bactérias e
fungos [63]. Sua forma recombinante teve atividade
contra bactérias Gram-positivas, permeabilizando a
membrana bacteriana, mas nao foi ativa contra bacté-
rias Gram-negativas [61]. No entanto, experimentos
posteriores realizados com as células embriondrias
de R. microplus, BME26, mostraram uma expres-
sdo aumentada da defensina quando infectadas com
A. marginale. Porém, quando foi realizada a andlise da
biblioteca dos genes diferencialmente expressos nas
células BME26 infectadas ou ndo com A. marginale,
foram encontradas muitas sequéncias similares com
proteinas associadas a replicagcdo e ao capsideo viral
de espécies da familia Tymoviridae, sugerindo que este
virus, embora presente em células ndo infectadas com
Anaplasma sp. apresenta aumento da transcricao em
células infectadas com A. marginale [21].

A microplusina é expressa constitutivamente
em corpo gorduroso, ovario [24] e ovos de R. microplus
[23]. No periodo inicial da postura, os ovarios apre-
sentam picos de transcritos génicos do peptideo, e ao
longo do desenvolvimento do embrido apresenta uma
grande variagdo, atingindo um alto nivel novamente ao

final da embriogénese, o que mostra que a expressao da
microplusina € varidvel durante todo desenvolvimento
embriondrio [22]. A microplusina é um peptideo anti-
microbiano rico em histidina, com tamanho molecular
de 10,2 kDa. Esteves et al. [21], mostraram a expressao
aumentada da microplusina em células BME26 de
R. microplus, em compartimentos celulares, organelas
do complexo de golgi e no reticulo endoplasmatico
induzido por diferentes estimulos microbianos inativa-
dos pelo calor como LPS. Dessa forma a microplusina
apresenta efeito bacteriostatico mesmo em baixas con-
centra¢des, em uma concentragdo minima inibitéria de
0,39 uM, contra bactérias Gram-positivas menores que
3 um e fungos com tamanho inferior a 6 um [22], porém
sem efeito contra bactérias Gram-negativas [78]. Em
altas concentracdes, apresenta atividade antiparasitéria.
Um estudo realizado por Rodrigues [72] com injecdes
intratoracicas de microplusina (10 uM e 30 uM) em
Aedes aegyptiinfectado com Plasmodium gallinaceum,
resultou na reducdo do nimero de esporozoitos na
glandula salivar em comparac¢io com o grupo controle.

O principal mecanismo antibacteriano, es-
pecialmente em bactérias Gram—positivas, da mi-
croplusina € a quelagdo de fons de cobre, visto que
€ necesséria a presenca deste metal no metabolismo
respiratdrio dos microrganismos [78]. Genes de pepti-
deos analogos a microplusina também foram clonados
de ovos de outros carrapatos, O. moubata e Amblyom-
ma hebraeum com atividade antimicrobiana contra
Serratia marcescens [2].

Ixodidina é um peptideo inibidor de serino
proteases isolado de hemdcitos de R. microplus, apre-
senta massa molecular de 7,1 kDa e dez residuos de
cisteina [24]. Este PAM possui atividade antimicrobia-
na confirmada apenas contra bactérias Gram-positivas
menores que 0,25 pm, enquanto ainda é desconhecida
sua atividade contra bactérias Gram-negativas e fungos,
e se a sua fungdo € microbicida ou microbiostatica [24].
Similarmente a defensina, a ixodidina foi avaliada e
demonstrou aumento de expressao em células BME26
infectadas com A. marginale. Porém, ao contrario da
defensina, quando a andlise da biblioteca dos genes
diferencialmente expressos em BME26 infectadas ou
ndo com A. marginale foi realizada, foram observadas
muitas sequéncias similares com as proteinas associa-
das a replicagdo e ao capsideo viral [21].

O Hb 33-61 € um peptideo isolado do intestino
de fémeas ingurgitadas de R. microplus, identificado
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como sendo um fragmento da cadeia a da hemoglobina
bovina. Possui atividade antimicrobiana contra bactérias
Gram-positivas menores que 11 um e fungos menores que
21 pm, € um composto microbicida permeabilizador de
membranas [26]. Em 1999, seu isolamento foi publicado
sugerindo sua acdo na defesa do trato digestivo destes
carrapatos, utilizando a hemoglobina do hospedeiro como
agentes de controle microbiano no seu intestino [26]. O
Hb 98-114 € outro peptideo isolado do intestino de fémeas
R. microplus ingurgitadas, com atividade microbicida, que
age permeabilizando membranas de diversas leveduras
e fungos filamentosos, com tamanho menor que 12 um
[80]. Embora ndo tenha atividade contra bactéria maior
que 5 UM [6].

Recentemente foi descrito que uma proteina
com tamanho de 12,907 kDa denominada de cisteino
endopeptidase degradadora de vitelina (VTDCE), pre-
sente no intestino e ovario de R. microplus, mostrou
similaridade com a sequéncia de aminodcidos da mi-
croplusina e independente da sua atividade enzimatica,
a VTDCE apresentou atividade antibacteriana, inibindo
o crescimento de Staphylococcus epidermidis na con-
centracdo de 5,5 umol da rVTDCE [64].

Virios modelos indicam que o mecanismo
de acdo dos PAMs ocorre pela combinagdo de efeitos
hidrofébicos e eletrostaticos [76]. Os peptideos car-
regados positivamente sdo atraidos pelas membranas
anidnicas das bactérias os quais se ligam e sofrem
mudancas conformacionais para adotar uma estrutura
anfipdtica [3]. Entretanto, os mecanismos de perme-
abilizagdo e atividade antibacteriana ainda ndo estio
completamente elucidados e modelos sdo propostos
para demonstrar como as intera¢des entre bicamada
lipidica e PAM acontecem [4].

Independente do mecanismo de acdo, uma
despolarizagdo da membrana bacteriana, a formacgdo
de poros que provocam o extravasamento do conteido
celular, a ativac@o dos processos letais como a indug@o
de hidrolases que degradam a membrana, a desorga-
nizacdo da distribuicdo de lipideos na membrana que
resulta na perturbacdo do funcionamento normal da
membrana, e danos a alvos intracelulares apds a entrada
do peptideo na célula, resultam na lise da membrana e
na morte bacteriana [98, 99].

III. IMUNIZACAO

1. Imunizagdo e Terapia Antimicrobiana

Com o intuido de proteger os bovinos contra
a anaplasmose, o tipo de vacina mais utilizada em

vérios paises como Austrdlia, Africa do Sul, Israel,
Paraguai, Uruguai, Argentina e Brasil é a vacina viva
de Anaplasma centrale. A A. centrale é uma cepa
menos patogénica que pode causar infeccio branda ao
animal com um grau moderado de anemia, mas surtos
com A. centrale sdo considerados eventos raros. O
A. centrale confere imunidade parcial contra uma gran-
de heterogeneidade de isolados de A. marginale [43].

Os bovinos vacinados e os que sobrevivem a
fase aguda da doenca permanecem infectados ao lon-
go da vida e acabam servindo como um reservatério
infeccioso para bovinos livres de infec¢do, de forma
que a vacina de A. centrale ndo previne a infec¢do por
A. marginale, mas protege contra a doenca clinica e a
morte [44]. Devido a auséncia de uma vacina universal
eficaz no controle da anaplasmose bovina geralmente
sdo utilizadas terapias antimicrobianas combinadas
com biocontencdo e biosseguranga animal [29].

A tetraciclina é um dos principais compostos
usados para o controle da anaplasmose aguda [84] e
quando administrada em baixas doses, previne ou reduz
a doenca clinica, assim como a fluoroquinolona e o
dipropionato de imidocard, administrados em baixas
doses, ndo eliminam totalmente a infec¢do, que persiste
apos o tratamento [17], de modo que a quimioesterili-
zacao mesmo quando doses elevadas de medicamentos
sdo utilizadas, ndo € alcangada. Entretanto, mesmo que
a administracdo da tetraciclina seja justificada como
curativa da doenga, os animais permanecem como
reservatorio infeccioso [17].

A absorc¢do da tetraciclina ocorre por um
processo de difusdo simples [16], no qual um cdtion
passa através de poros da membrana externa das
bactérias Gram-negativas. Sua forma protonada se
difunde pelo periplasma bacteriano através de uma
variacdo de pH [95] capturando a carga negativa da
bactéria que passa a apresentar uma carga neutra.
Consequentemente, a tetraciclina impede a passa-
gem da bactéria através do citoplasma assim como
impede sua sintese protéica por evitar a ligagao das
moléculas de aminoacil-tRNA para a subunidade
30S ribossomal. Deste modo, a tetraciclina € consi-
derada uma droga bacteriostética, devido seu modo
de acdo inibitdrio da ligacdo do aminoacil-tRNA ao
sitio aceptor no ribossomo 70S, além de também
induzir uma notdvel mudanca fisiolégica da bactéria
como visualizado em células BME26 de R. micro-
plus infectadas com A. marginale [17].
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2. Resisténcia

As bactérias selecionam mecanismos de resis-
téncia aos peptideos antimicrobianos os quais impe-
dem a fixagao e a inser¢do do peptideo na membrana
bacteriana. As estratégias de resisténcia envolvem a
regulacdo da expressao génica, interferéncia na iden-
tificacdo do alvo (como modificacdo de LPS), inibi¢do
ou destruicao da atividade bioldgica do peptideo (como
expressdo de peptidases), modificagdes sintéticas e
enzimdticas de estruturas de superficie de membrana
(alteragdes na molécula do rRNA 23S, as quais sdo
controladas por um locus especifico), além da produgao
de sistemas de efluxo dos PAMs (bombeamento para o
meio exterior). As alteracdes na proteina de membrana
externa de certa forma aumentam a resisténcia aos
PAMs em algumas bactérias Gram-negativas, assim
como a Yersinia enterocolitica [13].

Os mecanismos de resisténcia bacteriana
aos antibidticos envolvem principalmente a pro-
tecdo a proteina e a inativacdo enzimadtica, através
de processos direcionados por numerosos genes de
resisténcia encontrados em bactérias comensais e
patogénicas [16].

A eficiéncia do tratamento depende do mo-
mento em que o fairmaco € administrado aos animais,
Kuttler [50] verificou que no periodo pré-parasitario
da infecc¢ao ndo existe sinal de eliminacdo da bactéria
e desta forma, a A. marginale é resistente a tetraciclina
nesta fase da infeccao.

IV. CONCLUSAO

Os PAMs sdo gerados para atuar em diversas
atividades antimicrobianas por mecanismos ainda ndo

compreendidos totalmente, e como existe uma ampla
variedade de PAMs acredita-se haver sinergismo entre
os peptideos durante a acdo antimicrobiana.

Devido ao aparecimento de resisténcia aos
antimicrobianos, os PAMs s3o alternativas impor-
tantes biotecnologicamente para o processamento
de novos tratamentos microbicidas e novas armas
terapéuticas. Os PAMs podem ser sintetizados a
fim de criar moléculas com uma maior seletividade
contra microrganismos patogénicos, ou ainda a
sintese de peptideos menores a partir de peptideos
mais complexos que podem ser facilmente sinteti-
zados para a producdo em larga escala, e da mesma
forma, identificar moléculas envolvidas na resposta
imune inata dos carrapatos gerando oportunidades
ao desenvolvimento de vacinas para prevencdo da
transmissao de doengas.

A infeccdo por Anaplasma marginale reduz os
niveis de expressdo dos PAMs para que seja possivel
se estabelecer no processo infeccioso, uma evidéncia
de que a expressdo dos PAMs pode ser manipulada
pelo patégeno para ajudar na multiplicacdo por um
mecanismo ainda nao definido. Contudo, em resposta
aingestdo de diversos microrganismos no processo de
alimentacdo dos Rhipicephalus microplus, os PAMs
podem ser um fator importante no entendimento das
diferencgas na competéncia vetorial destes transmisso-
res de doencas parasitdrias.
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