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RESUMO - A crescente preocupagdo com a resisténcia dos carrapatos aos acaricidas quimicos,
aliada & demanda por produtos de origem animal sem residuos (producgédo sustentavel) pautada no
bem-estar animal, vem tornando a utilizac&o de ragas bovinas naturalmente resistentes ao carrapato
uma opc¢ao cada vez mais viavel. Esse estudo teve como objetivo identificar as respostas biolégicas
que contribuem para a resisténcia ao carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus em uma raca
taurina adaptada ao clima tropical, por meio de analise protedmica do plasma sanguineo. Duzentas
e doze vacas Caracu foram avaliadas quanto a infestacdo natural por R. microplus por meio de
contagens diretas de telebgenas. Amostras de plasma dos animais que apresentaram maiores (n=8,
susceptiveis) e menores (n=8, resistentes) contagens de teleégenas foram analisadas por
espectrometria de massa de alta resolug&o. As proteinas diferencialmente reguladas entre os grupos
foram submetidas a analise funcional com a ferramenta DAVID, a qual revelou a participa¢do dessas
proteinas em 19 processos biolégicos, 14 fungBes moleculares e 12 vias metabdlicas, dentre os
guais destacam-se aqueles relacionados com hemostasia, sistemas de complemento e coagulagéo,
proliferacdo e migragdo celular, lipidios e lipoproteinas, transcricdo, receptores necrofagos e
sinalizagdo Hippo. Os resultados obtidos no presente estudo auxiliam na compreensdo dos
mecanismos bioldgicos envolvidos na resisténcia dos bovinos Caracu ao carrapato, o que permite
ampliar o conhecimento sobre como racas adaptadas respondem a infestacdo por carrapatos e

auxiliar no desenvolvimento de estratégias para mitigar os prejuizos causados pelo R. microplus.
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ABSTRACT - The growing concern regarding the tick resistance to chemical acaricides, combined
with the demand for sustainable livestock production based on animal welfare, have increased the
viability of naturally tick-resistant cattle breeds. Thus, this study aimed to identify the biological
responses that contribute to resistance to the Rhipicephalus (Boophilus) microplus in a tropically
adapted beef cattle breed, through proteomic analysis of blood plasma. Two hundred and twelve
Caracu cows were evaluated under natural tick infestation through direct tick counts. Plasma samples
from animals that had higher (n=8, susceptible) and lower (n=8, resistant) tick counts were analyzed
by high-resolution mass spectrometry. The differentially regulated proteins between the groups were
used to perform the functional analysis by DAVID tool, which revealed the participation of these
proteins in 19 biological processes, 14 molecular functions and 12 pathways, in which we highlighted
those related to hemostasis, complement and coagulation systems, cell proliferation and migration,
lipids and lipoproteins, transcription, scavenger receptors, and Hippo signaling. The results obtained
in the present study improve our understand about the biological mechanisms involved in the
resistance of a tropically adapted beef cattle breed to tick infestation, which allows expand our
knowledge about how adapted breeds respond to tick infestation and contributes to develop strategies

to mitigate the damage caused by R. microplus.

Keywords: cell proliferation and migration, functional enrichment, hemostasis, high-resolution mass

spectrometry, proteomics, tropically adapted breed.

1. INTRODUCAO

A pecuaria brasileira tem posicéo de destaque na economia mundial, uma vez que o pais é o
maior exportador de carne bovina. Diante desse cenario, a bovinocultura vem se modificando em
todo o mundo, visando atender as exigéncias qualitativas e quantitativas do mercado consumidor,
cuja a saude e o bem-estar dos animais também devem ser constantemente monitorados, visando
0 crescimento da cadeia e a mitigac&do de doencgas e infec¢des que impactam a producéo (TURNER
et al., 2022).

As infec¢Bes parasitérias apresentam impacto negativo na bovinocultura, cujo o carrapato
Rhipicephalus (Boophilus) microplus apresenta papel de destaque. O carrapato tem seu ciclo de vida
parasitario completo (larva, ninfa e adulto) em apenas 21 dias, onde se alimenta e se desenvolve em
um Unico hospedeiro, seguindo com oviposi¢ao, incubacao e fase larval em ambiente extrinseco
(WANG et al., 2017). A infestac&o por carrapatos pode causar elevados prejuizos econémicos devido
a lesdes de pele que desvalorizam o couro, a perda de peso que resulta na reducdo da producao de

leite e carne, além de problemas de salde como a anemia e a transmissao de bactérias (Anaplasma
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spp.) e protozoarios (Babesia spp.) que sao agentes etioldgicos da Tristeza Parasitaria Bovina, uma

doenca que podem causar a morte dos animais (CERQUEIRA et al., 2022).

No territério brasileiro, 0 monitoramento e o controle de carrapatos tém se mostrado pouco
eficazes, uma vez que a aquisi¢cado de resisténcia aos principios ativos esta em ascensao, pois 0s
manejos executados repetidamente com o mesmo principio ativo aliados a aplicagbes em doses
inferiores as recomendadas pelo fabricante, resulta na pressdo seletiva das populagcbes de
carrapatos (PEREIRA et al., 2022). Porém, a utilizagdo do controle quimico tem se tornado nao
sustentavel uma vez que ha a necessidade frequente do desenvolvimento de novos acaricidas
devido a aquisicao de resisténcia dos carrapatos, além da contaminacao do ambiente pelo mau uso
desses produtos quimicos (OBAID et al., 2022). Aliado a esses fatores, apenas cerca de 5% dos
carrapatos se encontram nos animais, enquanto que o restante da populacdo se encontra no
ambiente, na fase denominada de vida livre ou ndo parasitaria, o que facilita a reinfestacéo
(PEREIRA et al., 2022).

Nos ultimos anos, a crescente preocupagdo com a resisténcia dos carrapatos aos acaricidas
guimicos, aliada ao aumento na demanda de produtos de origem animal sem residuos (producéo
sustentavel) pautada no bem-estar animal vem tornando a utilizacdo de racas bovinas naturalmente
resistentes ao carrapato uma opgao cada vez mais viavel. Assim, a identificacdo e ampla utilizacéo
de ragas naturalmente resistentes ao carrapato tem se tornado uma realidade (RODRIGUEZ-VIVAS
et al.,, 2018), uma vez que a resisténcia dos bovinos aos carrapatos é influenciada por fatores
fenotipicos, genotipicos e comportamentais (PIPER et al., 2009). A raga Caracu (Bos taurus taurus),
que se formou no Brasil por meio de cruzamentos descontrolados entre bovinos trazidos na época
da colonizag&o, passou por um intenso processo de selegdo natural devido a escassez de alimentos,
as dificuldades do clima tropical e a grande quantidade de endo e ectoparasitas (MCMANUS et al.,
2010). Esse processo de intenso contato com carrapatos provavelmente contribuiram para a
resisténcia ao R. microplus observada atualmente nessa raca bovina adaptada ao clima tropical
(MAIORANO et al., 2019a; 2019b; ABDUCH et al., 2024).

Varios estudos surgiram nas Ultimas décadas com o intuito de detectar biomarcadores para
resisténcia ao carrapato (RAZA et al., 2021; RAZA et al., 2023). No entanto, estudos sao necessarios
para compreender as variaveis que impactam a resisténcia aos carrapatos, especificamente na
escala protedmica, uma vez que fornece uma visdo ampla sobre os mecanismos biologicos do
hospedeiro envolvidos na resposta a infestacéo por carrapatos (RAZA et al., 2023), uma vez que 0s
RNAs né&o codificantes participam em todas as fases da interacdo carrapato-hospedeiro,
subvertendo as respostas do hospedeiro aos carrapatos (BENSAOUD et al., 2019). Diante desse
contexto, o objetivo desse trabalho foi explorar as respostas biolégicas envolvidas na resisténcia de

bovinos Caracu ao R. microplus, por meio de analise protedmica do plasma sanguineo.
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2. MATERIAL E METODOS

O experimento aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais do Instituto de Zootecnia
(n° 292-19) foi realizado no Centro Avancado de Pesquisa e Desenvolvimento de Bovinos de Corte,
do Instituto de Zootecnia, localizado em Sertdozinho, SP. Foram avaliadas 212 fémeas Caracu
criadas em sistema de pastejo rotacionado (Brachiaria sp.) e suplementadas com sal mineral. A
infestacdo natural por Rhipicephalus (Boophilus) microplus foi avaliada por meio da contagem direta
de teledgenas (fémeas de 4 a 8 cm) no lado direito do animal (WHARTON e UTECH, 1970). As
contagens de teledgenas foram realizadas com os animais no tronco de contengdo, os quais foram
submetidos a oito avalia¢cdes durante o periodo de 18 meses (hovembro de 2021 a maio de 2023),
com intervalo de 60 dias entre as avaliagoes.

Amostras de sangue dos animais foram coletadas em tubos a vacuo contendo o
anticoagulante EDTA-K3, seguida de centrifugacdo a 3.000 xg por 15 minutos para separacéo e
armazenamento do plasma a -80°C até sua utilizagado. As amostras de sangue dos oito animais que
apresentaram mais carrapatos (susceptiveis) e dos oito animais que apresentaram menos
carrapatos (resistentes) foram submetidas a analise protebmica por espectrometria de massa de alta
resolucdo. A determinacdo da concentracao total de proteinas foi realizada pelo método de Bradford
(1976), com o kit Protein Assay Dye Reagent Concentrate (Bio-Rad, EUA), de acordo com as
instrucdes do fabricante. Cada amostra foi analisada separadamente em triplicata, cuja absorbancia
foi lida a 595 nm no espectofotbmetro SpectraMax Plus 384 (Molecular Devices, EUA) e a massa
total de proteina presente em cada amostra foi quantificada. Em seguida, as amostras foram
submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de s6dio (SDS-PAGE) para
avaliar o perfil proteico. Cerca de 20 ug de cada amostra foi ressuspensa em XT Sample Buffer 1X
(Bio-Rad, EUA) contendo 20 pg de ditiotreitol (DTT) (GE Healthcare Life Sciences, EUA) para reduzir
as ligacOes dissulfeto das proteinas. Apos incubacédo a 100°C por 5 minutos, as amostras foram
alquiladas com 100 pg de iodoacetamida (IAA) (Sigma-Aldrich, EUA) durante 20 minutos em
temperatura ambiente. Foram utilizados géis Tris-Glicina 12% Novex™ (Invitrogen, EUA) para
eletroforese a 40V por 30 minutos, seguido por 70V por 2 horas. Os géis foram entdo corados com
Coomassie GelCode™ Blue (Thermo Scientific, EUA) e os spots proteicos foram excisados, de

acordo com as recomendactes do fabricante.

Cerca de 50 ug de cada amostra foi preparada para as analises de cromatografia liquida e
espectrometria de massa sequencial (LC-MS/MS) que consistiu em trés etapas principais: i) reducéo
e alquilacéo de proteinas, ii) digestdo enzimatica das proteinas com tripsina, e iii) dessaliniza¢éo das
amostras. As pontes de dissulfeto das proteinas presentes em cada amostra foram reduzidas pela
adicdo de DTT (1 mg de DTT/mg de proteina), seguido de incubacdo por 2 horas. Em seguida, foi
adicionado o agente alquilante IAA (3 mg IAA/mg proteina), seguido de incubacao por 1 hora. Cada
amostra foi entdo diluida 5X em 0,1 M de bicarbonato de aménio (pH = 8,0) para atingir o volume
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final de 500 uL, seguida da adicdo de 1 ug de tripsina e incubacédo a 37°C por 16 horas. As amostras
foram ainda dessalinizadas por meio da coluna 1cc OASIS HLB Cartridge (Waters, EUA), de acordo

com as indica¢des do fabricante.

Um espectrdmetro de massa LTQ Orbitrap ELITE (Thermo-Finnigan, EUA) acoplado a um
sistema de cromatografia em nanofluxo (LC-MS/MS) foi utilizado para a analise de 1 pg de cada
amostra. A separacado por cromatografia liquida foi realizada em coluna de 25 cm (Picofrit 75um ID,
New Objective) acondicionada com Magic C18, com gradiente linear de 5 a 40% de acetonitrila em
0,1% de &cido férmico durante 60 minutos e fluxo de 250 nL/min. Os espectros foram adquiridos em
modo dependente de dados em intervalos de 400 a 1800 m/z, e os cinco mais abundantes ions de
cada espectro MS foram selecionados para analise MS/MS. Os parametros do espectrémetro de
massa foram: tenséo capilar de 2,2 KV, temperatura capilar de 200°C, resolucéo de 100.000 e valor
alvo de FT de 2.000.000.

Os dados obtidos foram processados com o algoritmo Comet v. 2019 (ENG et al., 2013)
utilizando o banco de dados UniProt v. 2023 (https://www.uniprot.org/) para a identificacdo das
proteinas presentes em cada amostra. A identificacdo e quantificacdo dos peptideos foi obtida com
os algoritmos Peptide Prophet (KELLER et al., 2002) e XPRESS (HAN et al., 2001), respectivamente
(FDR = 0,05). Os peptideos e suas intensidades foram agrupados para obtenc¢éo da intensidade de
cada proteina por meio de um script em R (R Core Team, 2021). A analise comparativa e quantitativa

entre 0s grupos foi realizada utilizando o nimero de correspondéncias do espectro peptidico

observado por peptideo, o qual estima a abundancia. Proteinas com log] %' €"*"9¢ ™" °acima de 2 e

abaixo de 0,5 foram consideradas diferencialmente abundantes (t > 0,05).

A andlise de enriqguecimento funcional foi realizada utilizando a ferramenta DAVID
(https://david.ncifcrf.gov/) com os bancos de dados Gene Ontology (GO) e KEGG para auxiliar na
interpretacdo das fungdes das proteinas diferencialmente reguladas, considerando 0s processos

biologicos, fungdes moleculares e vias metabdlicas que essas proteinas participam (p < 0,05).
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram identificadas 14.034 proteinas nas amostras de plasma analisadas. Apds o controle
de qualidade, 34 e 172 proteinas foram detectadas exclusivamente nas amostras de plasma de
animais resistentes e susceptiveis aos carrapatos, respectivamente. Além disso, 152 proteinas foram
identificadas como diferencialmente reguladas entre os dois grupos, entre as quais 51 e 101
proteinas apresentaram maior e menor abundancia no plasma de animais susceptiveis em relacdo

ao plasma de animas resistentes.

As proteinas diferencialmente reguladas entre os grupos foram submetidas a analise de
enriquecimento funcional, a qual revelou a participagcdo dessas proteinas em 19 processos
bioldgicos, 14 funcBes moleculares e 12 vias metabdlicas significativas (Figura 1), dentre os quais
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destacam-se aqueles relacionados com hemostasia, sistemas de complemento e coagulagéo,

proliferagdo e migracéo celular, lipidios e lipoproteinas, receptores necrofagos e sinalizagédo Hippo.
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Figura 1. Processos bioldgicos, fungdes moleculares e vias metabolicas significativas (p < 0,05) e os
respectivos numeros e proteinas diferencialmente reguladas entre os animais resistentes e susceptiveis ao

carrapato que contribuem com esses termos significativos.
3.1. Hemostasia, sistema de coagulacao e sistema complemento

A hemostasia € um mecanismo fisiolégico responsavel pela regulagdo, prevencdo e
interrupcdo de sangramento ap6s a lesdo dos vasos sanguineos, o qual envolve complexas
interacdes entre receptores que atuam em conjunto no bloqueio das lesdes vasculares
(DORGALALEH et al., 2018). Os fatores hemostaticos interagem direta e indiretamente com os
sistemas de coagulac@o e complemento para prover tanto a homeostase quanto respostas protetoras
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a inflamacéo e ao dano tecidual (ONCUL e AFSHAR-KHARGHAN, 2020). Apés a leséo vascular
causada pela introducdo do aparelho bucal do carrapato no hospedeiro, o sistema de hemostasia é
ativado de forma rapida e controlada, iniciando-se com a vasoconstricdo, formacado de coagulos
sanguineos e acdo de fatores anticoagulantes, o que culmina na obstrucdo de lesdes no sistema

vascular e manutencéo da integridade dos vasos sanguineos (HO-TIN-NOE et al., 2018).

Existem importantes etapas na hemostasia, sendo a primeira delas o transporte de oxigénio
por meio das hemacias para os tecidos lesionados, além da vasoconstricdo, que consiste na
contracao de vasos sanguineos e células musculares lisas no interior dos vasos, responsaveis por
reduzir o fluxo sanguineo na area afetada (BARSHTEIN et al., 2007). A forma¢do do tampao
plaquetario, denominado de hemostasia primaria, ocorre pela adesao das plaquetas sanguineas
circulantes nas areas lesionadas aderindo-se ao subendotélio, formando um tampé&o temporario,
além de proteinas liberadas pelos granulos das plaquetas ativadas no processo que auxiliam na
cicatrizacéo que, por meio de um selante, interrompem o sangramento (DORGALALEH et al., 2018).
A hemostasia secundaria envolve uma cascata de reacdes quimicas que leva a conversdo de
fibrinogénio em fibrina, transformando o sangue liquido em coagulo, o que contribui com o tampéao

plaquetario e com as proteinas de coagulacdo (DORGALALEH et al., 2018).

O sistema de coagulag&o tem como principal objetivo evitar perdas excessivas de sangue em
casos de les@es, por meio de diversas rea¢fes quimicas que resultam na formac¢do do coagulo. Os
bovinos resistentes a infestacdo por carrapatos apresentam maiores numeros de células
inflamatorias no local de fixacdo do carrapato em relacdo aos animais susceptiveis, 0os quais
apresentam coagulacdo mais lenta devido a expresséo de eosindfilos e basofilos (CARVALHO et al.,
2014). Além disso, a estabilidade dos fatores de coagulagéo influencia diretamente a gravidade da
infestacdo e a capacidade do hospedeiro em lidar com os efeitos adversos como os anticoagulantes

presentes na saliva dos carrapatos (SCHON, 2022).

O sistema complemento atua na resposta imune inata e adaptativa dos organismos, o qual é
composto por diversas proteinas, receptores e reguladores (MERLE et al., 2015). Tal sistema pode
ser ativado em resposta a infestagBes por carrapatos mediante o contato da saliva do parasita com
a pele do hospedeiro, que modulam o sistema imune e induzem rea¢des que contribuem limitando o
acesso do parasita a alimentacdo (CARVALHO et al., 2014). Estudos tém demonstrado que a
infestacdo por carrapatos altera a quantidade de diversas proteinas do sistema complemento no soro
de bovinos resistentes ao carrapato (RAZA et al., 2021; RAZA et al., 2023), as quais contribuem na
resposta do hospedeiro contra a infestacao por carrapatos. Tais proteinas tém acao direta no local
de fixacao do carrapato, o que leva a falhas no ingurgitamento em estagios iniciais (CARVALHO et
al., 2014). Além disso, durante a infestacao por R. microplus, o sistema complemento do hospedeiro
pode ser inativado por moléculas salivares do carrapato, prejudicando a produgdo de mediadores
inflamatorios (SILVA et al., 2016). Portanto, embora o sistema de coagulacdo e o sistema

complemento sejam distintos, eles se complementam e sdo essenciais na resisténcia dos animais
7
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mediante a infestacdo por carrapatos, 0os quais auxiliam a promover a homeostase no hospedeiro e

combater a infestacao.
3.2. Proliferacdo e migracao celular

A proliferacdo e a migracdo de células para um local inflamatério € um aspecto crucial da
imunidade do hospedeiro, uma vez que células imunoldgicas e proteinas-chave reconhecem danos
a pele causados pelos carrapatos que se alimentam e secretam proteinas que aumentam o
recrutamento de efetores imunoldgicos para os locais das picadas para prover resposta inflamatoria,
hemostasia, reparo tecidual e cicatrizacdo (ALl et al., 2022). No entanto, moléculas salivares dos
carrapatos sao secretadas no local da picada e influenciam as respostas imunolbgicas e
hemostéticas do hospedeiro, modulando a proliferacdo e migracdo de leucdécitos, queratinécitos e
células endoteliais (RODRIGUES et al., 2018). Assim, a cicatrizacao de feridas no hospedeiro é
retardada, bem como a hemostasia e as respostas imunes (inatas e adaptativas) sao perturbadas, o

que leva ao sucesso da fixacdo e desenvolvimento das larvas dos carrapatos.

Como descrito por Moré et al. (2019), em um estudo de transcriptoma de biépsias de pele em
bovinos Braford resistentes e suscetiveis a infestacdo por carrapatos, a proliferagdo e a migracao
celular s@o respostas celulares que auxiliam no combate a infestacdo por carrapatos observadas
para todos os tipos de células imunoldgicas nos bovinos resistentes, representadas principalmente
por fatores de crescimento, quimiocinas, citocinas e outros fatores biol6gicos. Além disso, na
cicatrizacdo das feridas, ocorre producdo e migracdo de fibroblastos e queratinéticos para a
producdo de matriz extracelular e colageno para reparacdo, o que restaura o tecido danificado e
reduz a possibilidade de infecgbes secundérias e a atracdo de carrapatos para o local
(KONGSUWAN et al., 2010).

3.3. Lipidios e lipoproteinas

Os lipidios sdo moléculas organicas transportadas via circulacdo sanguinea para os tecidos
periféricos por meio de lipoproteinas, os quais desempenham diversos papéis importantes no
organismo como armazenamento de energia, formacdo de membranas celulares, isolantes térmicos,
producdo de horménios, cofatores enzimaticos e absorcao de vitaminas lipossoltveis (TINTUT e
DEMER, 2014). Embora a acao dos lipidios e das lipoproteinas na resisténcia ao carrapato ainda
nao esteja completamente elucidada, a resposta imunoldgica proé-inflamatéria do hospedeiro é
mediada por lipidios, a qual influencia diretamente a capacidade do animal em combater a infestacdo
e restaurar a homeostase (VLASOVA e SAIF, 2021).

3.4. Receptores necréfagos
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Os receptores necrdéfagos séo receptores de reconhecimento de padrbes associados a
membrana, cujas principais funcfes estdo relacionadas a interacbes hospedeiro-patdégeno, a
homeostase, a sinalizacdo de inflamacédo, a imunidade inata e adaptativa (TABAN et al., 2022). Os
receptores necréfagos atuam na geracao de respostas imunes contra vasto repertorio de ligantes
por meio de mecanismos como endocitose, fagocitose e adesédo (TABAN et al., 2022). Kabamoto et
al. (2002) mostraram o importante papel dos receptores necréfagos no aumento da imunidade no

combase ao carrapato em roedores.
3.5. Sinalizag&o Hippo

A sinalizac@o Hippo consiste em uma rede regulatoria de cascata quinase, coativadores de
transcricdo e moléculas de ligagcdo ao DNA (MENG et al., 2016) que orquestram a proliferacao,
diferenciacdo e sobrevivéncia celular, que por sua vez regulam a homeostase, bem como o
crescimento, reparo e remodelacdo dos tecidos (ZHONG et al., 2024). A sinalizagdo Hipoo também
contribui para a angiogénese, vasculogénese e linfangiogénese (KOBAYASHI et al., 2023) além de
atuar na modulagéo da resposta imunoldgica e da inflamacéo, que protegem o tecido hospedeiro de

lesBes e contribuem para o processo de reparo tecidual no local da picada (MIA e SINGH, 2022).
4. CONCLUSAO

As vias metabdlicas, fungBes moleculares e processos biolégicos identificados nesse
trabalho, a partir de proteinas diferencialmente reguladas entre animais resistentes e susceptiveis
aos carrapatos, auxiliam na compreensao dos mecanismos bioldgicos envolvidos na resisténcia dos
bovinos Caracu ao carrapato R. microplus, o que permite ampliar o conhecimento sobre como ragas
adaptadas respondem a infestacdo por carrapatos e auxiliar no desenvolvimento de estratégias para

mitigar os danos causados pelo R. microplus.
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