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Resumo

CUNHA, R.C. Caracterizagdo das proteinas recombinantes Bm86-CG e RmLTI de
Rhipicephalus (Boophilus) microplus expressas por Pichia pastoris como imundgenos. 2013.
115 f. Tese (Doutorado) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2013.

O carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus é o ectoparasita economicamente mais
importante para 0 gado a nivel mundial. Vacinas contra o carrapato representam uma
tecnologia que pode ser combinada aos acaricidas em programas de controle integrado para
diminuir o impacto de R. (B.) microplus. Para se estimar uma imunoprote¢do das vacinas
contra este ectoparasita, um célculo bastante utilizado é o de porcentagem de eficacia (%E).
Este trabalho teve o objetivo de desenvolver imundgenos eficazes para o controle deste
ectoparasita e discutir qual a melhor forma de se estabelecer o calculo de %E. Para isso, as
proteinas Bm86-CG e RmLTI, assim como porcdes conservadas destas associadas entre si e
com um peptideo estimulador de linfocitos Th, foram clonadas e expressas por Pichia
pastoris. As %E das proteinas rBm86-CG e rRmLTI foram testadas em bovinos estabulados.
Para a discussdo de qual a melhor forma de se calcular a %E das vacinas contra carrapatos
que infestam bovinos, 25 trabalhos tiveram suas varidveis analisadas, sendo que 16
consideraram os efeitos da vacina no nimero de teledginas (CRT), na postura (CRO) e na
fertilidade (CRF), 7 desconsideraram CRO e um considerou apenas CRO para o célculo.
Quanto a vacinacdo com rBm86-CG, a %E alcancada foi de 31%. Valor semelhante, de 32%,
também foi encontrado para a %E da vacina¢do com rRmLTI. Apés a revisdo, assume-se que
a formula de %E que melhor representa a imunoprotecdo de uma vacina é a mais completa:
%E = 100[1-(CRTXCROXCRF)]. As proteinas quiméricas rBmCG-Th, rRmLTI-Th e
rRmLTI-CG-Th, desenvolvidas para aumentarem a imunidade humoral adquirida contra estes
antigenos, foram caracterizadas apenas por Western blotting, porém mostraram que sdo
imunogénicas. Pelos resultados obtidos, conclui-se que, apesar das %E encontradas para
ambos 0s antigenos serem baixas, pesquisas para melhorar esta ferramenta de controle estdo
no rumo certo e isso ndo exclui a possibilidade destes imundgenos serem utilizados na
composicao de uma vacina polivalente, como parte de um programa integrado para o controle

de R. (B.) microplus.

Palavras-Chave: vacina, carrapatos, bovinos, Bm86-CG e RmLTI.



Abstract

CUNHA, R.C. Characterization of Bm86-CG and RmLTI recombinant proteins from
Rhipicephalus (Boophilus) microplus expressed by Pichia pastoris as immunogens. 2013. 115
f. Tese (Doutorado) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal
de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2013.

The tick Rhipicephalus (Boophilus) microplus is the most economically important
ectoparasite for cattle worldwide. Tick vaccines represent a technology that can be combined
to acaricides in integrated control programs to reduce the impact of R. (B.) microplus. To
esteem the immunoprotection of vaccines against this ectoparasite, a calculation commonly
used is the percentage of efficacy (%E). This study aimed to develop effective immunogens
for the control of this ectoparasite and discuss which is the best way to determine the %E. For
this proposal, proteins BmCG and RmLTI, as well as conserved portions of these proteins
associated among themselves and with a Th-cells stimulator peptide, were cloned and
expressed by Pichia pastoris. The %E of rBm86-CG and rRmLTI were tested in a cattle stall
test. For discussion of how to best calculate the %E of vaccines against ticks infesting cattle,
25 papers were analised, and 16 considered the effects of the vaccine in the number of ticks
(CRT), posture (CRO) and fertility (CRF), 7 did not consider CRO and only 1 considered
CRO to calculation. The vaccination with rBm86-GC achieved 31% of %E. Similar value of
32% was also found for the %E of the vaccination with rRmLTI. After review, we assumed
that the formula of %E that best represents the immunoprotection of a vaccine is the most
complete one: %E = 100[1-(CRTXCROXCRF)]. The chimeric proteins rBmCG-Th, rRmLTI-
Th and rRmLTI-CG-Th, developed to increase the acquired humoral immunity against these
antigens, were characterized under Western blotting only, but shown that these proteins are
immunogenic. From the results obtained, we can conclude that, despite the low %E found for
both antigens, research to improve this control tool is in the right direction and this does not
exclude the possibility that these immunogens may be used in the composition of a polyvalent
vaccine as part of an integrated program for the control of R. (B) microplus.

Keywords: vaccine, ticks, bovines, Bm86-CG and RmLTI.
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INTRODUCAO
Rhipicephalus (Boophilus) microplus € um dos ectoparasitas que causam maior

impacto econdmico, levando a grandes perdas para a bovinocultura, seja de maneira direta,
pelos efeitos da picada: irritabilidade, perda de sangue, perda de peso, diminui¢do na
producdo de leite, predisposicdo a miiases, danos no couro e transmissdo de agentes
parasitarios e infecciosos; como de maneira indireta: custo com o controle quimico e residuos
deixados nos subprodutos e no ambiente; gerando grandes prejuizos a pecudria no Brasil
(HORN, 1983; GOMES, 1998; 2001).

Os rebanhos leiteiros no Brasil séo, em sua maioria, estabelecidos em racas europeias
ou mesticas, ja os rebanhos de gado de corte, apesar da menor presenca de ragas europeias,
tém tido um aumento no uso destas nos cruzamentos industriais ao longo do tempo (GOMES,
1995). Desta forma, considerando que estas racas sdo mais suscetiveis a infestacdo por
carrapato, € clara a necessidade do estabelecimento de um método de controle sistematico do
carrapato (GOMES, 1995) e, para isso, é imprescindivel a busca e proposicdo de novas
ferramentas de controle.

H& uma busca mundial por novas alternativas de controle do carrapato, sendo que, 0
controle por meio de vacinas, tem sido o foco principal de muitos grupos de pesquisa. No
Brasil, o uso de vacinas para o controle do carrapato associado ao controle quimico e rotacédo
de pastagem poderia abrir possibilidades para o controle integrado mais efetivo, diminuindo o

problema com residuos no ambiente e o desenvolvimento do fendmeno de resisténcia.

1. Rhipicephalus (Boophilus) microplus

R. (B.) microplus ou “carrapato do boi” é um &caro hematofago, presente em regides
tropicais e subtropicais (WILLADSEN; JONGEJAN, 1999). Primeiramente foi classificado
dentro do género Boophilus (do grego: “amigo do boi”), designagdo introduzida em 1891 por
Curtice, que hoje é aceita como subgénero. Apresenta-se como um importante vetor de
arboviroses, rickettsioses, espiroquetoses e protozooses para 0 homem e animais domésticos
(KAUFMAN, 1989; PATARROYO, 1994). Para a pecuaria bovina brasileira, os agentes
transmitidos por este carrapato que causam maior impacto s@o rickettsias do género
Anaplasma e protozoarios do género Babesia, responsaveis pelo complexo conhecido como
“tristeza parasitaria bovina” (TPB) (KAUFMAN, 1989; PATARROYO, 1994).
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Segundo a classificagdo do National Center for Biotechnology Information (NCBI —
ID: 6941), R. (Boophilus) microplus pertence ao Reino Metazoa, Filo Arthropoda, Classe
Arachnida, Subclasse Acari, Superordem Parasitiformes, Orden Ixodida, Superfamilia
Ixodoidea, Familia Ixodidae, Subfamilia Rhipicephalinae, Género Rhipicephalus, Subgénero
Boophilus, Espécie R. (B.) microplus.

R. (B.) microplus teve origem asiatica, mais precisamente na india e llha de Java, e sua
introdugdo nas regides tropicais e subtropicais, como, por exemplo, Australia, México,
América Central, América do Sul e Africa, ocorreu em funcdo das historicas expedicdes
exploratérias, que movimentavam animais e mercadorias, contribuindo para o
estabelecimento desta espécie dentro da regido demarcada pelos paralelos 32° Norte e 32° Sul,
com alguns focos no 35° Sul (NUNES et al., 1982). No estado do Mato Grosso do Sul, a
provavel causa de sua introducéo seria pela vinda de animais comprados do Chile, no inicio
do século XVIII, via estado do Rio Grande do Sul (KESSLER; SHENK, 1998).

R. (B.) microplus € um parasita monoxeno, ou seja, depende de apenas um hospedeiro
em seu ciclo de vida. Tem predilecdo pelos bovinos, porém, outras espécies também podem
servir como hospedeiros, como por exemplo: bdfalos, cavalos, asininos, ovinos, caprinos,
caninos, felinos, suinos, coelhos, cervideos, oncas, preguicas, cangurus e outros animais
selvagens (ARTHUR, 1960). O carrapato do boi tem seu ciclo de vida dividido em duas fases
dependentes: a fase de vida parasitaria, que ocorre no hospedeiro; e a fase ndo parasitéaria ou
de vida livre, que ocorre no solo (FURLONG, 2005).

A fase parasitaria do R. (B.) microplus acontece sobre o hospedeiro e tem inicio na
subida e fixacdo da larva, terminando com a queda da teledgina ingurgitada. Durante este
periodo, os carrapatos estdo protegidos das variagdes climaticas (RIEK, 1965), localizando-se
nas regides da pele onde a temperatura é de 31°C a 38°C (DOUBLE; KEMP, 1979). As larvas
infestantes, ao entrarem em contato com o bovino, fixam-se em regides do corpo do
hospedeiro que favorecem seu desenvolvimento, tais como: Ubere, mamas e regides perineal,
perianal, vulvar e entrepernas. Essas localizacdes preferenciais de fixagdo sdo determinadas
em funcdo da espessura, vascularizacdo e temperatura da pele, bem como pela dificuldade de
acesso do grooming do hospedeiro (WAGLAND, 1978). Apesar disso, as larvas sofrem com
0 grooming, que ocorre em consequéncia da irritagdo causada pelas picadas, e com a resposta
inflamatdria ao redor do local de fixacdo, com infiltracdo de células inflamatdrias, diminuindo

a eficiéncia da alimentacdo (FURLONG, 2005). Em funcéo disso e, também, da resisténcia
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genética do bovino, grande parte das larvas pode ser eliminada, contribuindo
significativamente para a diminuigéo de carrapatos no ambiente (FURLONG, 2005).

A principal fonte de alimentacéo para as larvas de R. (B.) microplus é o plasma. Apds
a alimentacdo, a larva muda duas vezes, tornando-se ninfa e adulto. O sangue torna-se o
principal constituinte alimentar logo antes do rapido ingurgitamento das ninfas e das fémeas
(BENNETT, 1974). Os carrapatos adultos machos atingem a maturidade sexual apos a
alimentacdo e, a partir do 17° dia ap0s a infestacdo, fémeas e machos acasalam sobre o
bovino. Imediatamente ocorre o rapido ingurgitamento das fémeas com sangue, o que precede
a queda da teledgina (LONDT; ARTHUR, 1975). Estas fémeas sdo consideradas “maquinas
de condensar sangue”, uma vez que, tendo ingerido o sangue, separam a parte solida — células
vermelhas, células brancas e plaquetas; da parte liquida (plasma), que € devolvida no local da
fixacdo na forma de saliva (FURLONG, 2005). A ingestdo nos seis primeiros dias de fixacdo
da fémea é tdo pouco como aproximadamente 3,8 uL de sangue, porém, 12h a 24h antes da
sua queda, esta ingestdo atinge valores de 300-500 uL (TATCHELL et al., 1972), chegando a
aumentar o seu peso em até 200 vezes (KEMP et al., 1982). Toda esta matéria-prima sera
utilizada na formacdo dos ovos. Uma vez repletas, as teledginas se desprendem, o que ocorre,
preferencialmente, nas primeiras horas da manha (FURLONG, 2005). O peso das teledginas,
assim como, o tempo de duracdo do ciclo de vida do carrapato, é influenciado diretamente
pelo grau de resisténcia do hospedeiro (ROBERTS, 1968; HEWETSON, 1972; GUARAGNA
etal., 1992).

A fase de vida livre do R. (B.) microplus, na qual este carrapato ndo depende da
presenca do hospedeiro, inicia quando a teledgina se desprende do bovino e cai ao solo,
terminando quando a larva sobe no hospedeiro. Em condi¢bes favoraveis, esta fase dura
aproximadamente 32 dias (GONZALES, 1995). Durante este periodo, o carrapato alimenta-se
exclusivamente de suas reservas (FARIAS, 1995). Uma vez no chéo, a teledgina procura por
umidade e abrigo do sol, comecando, entdo, a digerir os componentes do sangue para produzir
energia e matéria-prima para a producdo dos ovos (FURLONG, 2005). A teledgina inicia a
postura aproximadamente trés dias apds sua queda ao solo, com periodo de postura em torno
de 15 dias, morrendo logo ap6s. Normalmente, esses ovos sdo colocados em fendas ou
detritos, ou sob pedras. O peso total dos ovos ap6s o término da postura equivale a 52% do
peso Vvivo da teledgina, sendo que, cada fémea coloca cerca de 3.000 ovos (SONENSHIME,
1993).
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Na regido do Brasil-Central, estes ovos podem permanecer no solo desenvolvendo-se e
originando larvas durante 60 dias (nos meses quentes e Umidos) até 120 dias (nos meses frios
e secos). Estas larvas, conhecidas popularmente como “micuins”, permanecem proximo das
cascas por até seis dias apOs a eclosdo esperando pelo endurecimento da cuticula
(FURLONG, 2005). Apos este periodo, a larva estd pronta para subir nas pastagens por
geotropismo negativo, estimulada por odor, vibragdes, sombreamento, estimulo visual e
diferencas no gradiente de concentracdo de CO;, do hospedeiro (SONENSHIME, 1993). As
larvas de R. (B.) microplus sdo vulneraveis a baixas temperaturas, no entanto, em presenca de
alta umidade relativa, as larvas podem sobreviver por até oito meses (HITCHCOCK, 1955).

O carrapato R. (B.) microplus causa prejuizos diretos e indiretos a producdo de
bovinos. Os prejuizos diretos sdo determinados por varios motivos, dentre os principais,
citam-se: a ingestdo de sangue durante sua alimenta¢do comprometendo a producéo de carne e
leite em diferentes niveis; a inoculacdo de toxinas no hospedeiro promovendo diversas
alteracbes e consequéncias fisiologicas, como inapeténcia; a transmissdo de agentes
patogénicos como espécies dos géneros Anaplasma e Babesia, responsaveis pela TPB; e a
reducdo da qualidade do couro do animal, devido as cicatrizes irreversiveis ocasionadas
durante o repasto do artrépode, que sdo verificadas por ocasido de seu beneficiamento no
curtume (GOMES, 1998; 2001). Os prejuizos indiretos sdo resultantes dos custos da mao-de-
obra necessaria para 0 seu controle, assim como, das demais despesas com construcdo e
manutencdo de banheiros, compra de equipamentos, aquisi¢do de carrapaticidas, entre outros
gastos (GOMES, 2001), além dos danos causados pelos residuos deixados nos produtos de
origem animal e os danos ambientais decorrentes do uso desses produtos (HORN, 1983;
GOMES, 2001). Foi estimado que uma infestacdo média de 40 carrapatos Amblyomma
americanum pode causar perda na produgéo de $ 40,00 por bovino (ERVIN et al., 1987). Um
estudo realizado no Brasil estimou que o prejuizo causado pelo R. (B.) microplus a pecuéria
brasileira superava dois bilhdes de ddlares ao ano (GRISI et al., 2002). Ha quase duas
décadas, a nivel mundial, a estimativa era que estes valores pudessem alcancar sete bilhdes de
délares anualmente (DE CASTRO, 1997). O custo operacional efetivo (COE) do banho
carrapaticida para diferentes técnicas — usual, pulverizador costal manual, camara
atomizadora e pulverizador estacionario motorizado; obtido pela soma de custos com méo de
obra e produto carrapaticida, pode ter apresentado aumento real em mais de 100% nas Gltimas
3 décadas (RODRIGUES et al., 2013).
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H& mais de duas décadas que o controle do “carrapato do boi” com produtos quimicos
vem se tornando cada vez mais dificil pela selecdo de populacBes de carrapatos resistentes as
diversas geracGes de acaricidas. As consequéncias diretas do desenvolvimento destes
carrapatos decorrem na utilizacdo mais frequente e de carrapaticidas cada vez mais
concentrados, agravando cada vez mais a contaminacdo do ambiente e dos produtos
alimenticios derivados de bovinos e elevando os custos do controle e, consequentemente, da
producdo pecuéria (NOLAN et al., 1989).

Hoje, o controle de R. (B.) microplus, principal espécie de carrapato que compromete
a produtividade da pecuaria bovina, ainda € um grande problema para o sistema produtivo de
bovinos no Brasil, principalmente, devido ao surgimento da resisténcia aos diferentes
principios, limitando o sucesso do seu principal método de controle, o quimico (OLIVEIRA
etal., 2013).

O controle alternativo do carrapato vem sendo estimulado apesar de sua resposta ainda
pouco expressiva. Os métodos sdo os mais variados: selecdo de bovinos resistentes aos
carrapatos (TEODORO et al., 2004); rotacdo de pastagens (ELDER et al., 1980); cultivo de
pastagens que dificultam a sobrevivéncia das larvas (SUTHERST et al., 1982); manejo de
predadores naturais, como Egretta ibis — ou garca-vaqueira (ALVES-BRANCO et al., 1983),
e formigas (GONZALES, 1995); utilizacdo de patdgenos como o fungo Beauveria bassiana
(CORDOVES, 1997) e a bactéria Cedecea lapagei (BRUM, 1988); e fitoterapicos
(ANDREOTTI et al. 2013).

O controle quimico é o mais amplamente utilizado no combate ao carrapato do boi. Os
carrapaticidas podem ser aplicados por aspersdo, por banho em solu¢do aquosa, no dorso
(pour on), por injecdo ou por bolos gastricos (ANDREOTTI e tal., 2002). Os principios ativos
mais utilizados tém sido os derivados de piretroides, ivermectinas e benzoil fenil uréia (VAZ
JUNIOR, 1997), sendo que para todos ja existem registros de populacbes de carrapatos
resistentes (OLIVEIRA et al., 2013). Os piretroides apresentam registro de resisténcia desde
1989 (ALVES-BRANCO et al., 1992).

A utilizacdo de carrapaticidas de maneira extensiva e sem orientacdo técnica, além de
elevar o custo da producdo, promove a selecdo de linhagens de carrapatos geneticamente
resistentes, que torna mais dificil o controle do parasita, aumentando o custo do tratamento. A
resisténcia dos carrapatos aos principios ativos vem sendo desenvolvida de forma intensa,
comprometendo o uso de certas moléculas no manejo do controle de carrapato em
determinadas regides (ANDREOTTI et al. 2002).
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No Brasil, nas &reas mais favoraveis, a populacdo de R. (B.) microplus produz quatro
geracOes a cada ano, enquanto que, em regides como o Rio Grande do Sul, produz apenas trés
geracOes. Apesar disso, ainda ndo existe uma politica oficial de controle deste parasita,
levando os produtores a adotarem praticas de controle individuais, promovendo uma préatica
diversificada de medidas de controle e contribuindo substancialmente para o desenvolvimento
de populacbes de carrapatos do boi resistentes aos poucos grupos ou familias de produtos
carrapaticidas existentes (NOLAN, 1994; MARTINS et al., 1995).

E cada vez mais comum encontrar situa¢des no campo em que ndo ha mais base
quimica capaz de controlar as populacdes de carrapatos dentro dos limiares econémicos
preconizados. Uma vez instalada a resisténcia a um grupo quimico ou familia de
carrapaticidas numa populacdo de carrapatos, pouco se pode fazer para contorna-la
(FURLONG, et al., 2007).

A observacdo de que o numero de carrapatos que se desenvolvem em racgas zebuinas é
menor do que em ragas europeias indicou ser possivel desenvolver racas resistentes. Esta
resisténcia estd associada ao sistema imunoldgico dos hospedeiros, j& que, em uma primeira
infestacdo, o nimero de carrapatos que completa o ciclo é semelhante em todas as racas
(HEWETSON, 1972; MATTIOLI et al., 1993; GHOSH et al., 1999). A principal dificuldade
para estes avancos € a enorme dificuldade em selecionar animais resistentes sem que haja
perda de caracteristicas de producdo, fazendo com que esta abordagem para o controle do R.
(B.) microplus ndo seja alcangada a curto ou médio prazo (FURLONG, 2005). Esta resisténcia
manifesta-se por diminui¢cdo no numero e no tamanho dos carrapatos e pode ser transmitida
de um animal para outro pela transferéncia de soro e linfocitos (ROBERTS; KERR, 1976;
WIKEL et al., 1996). A demonstracdo de que drogas imunossupressoras eliminam esta
resisténcia reafirmou a natureza imune desta resposta (BERGMAN et al., 2000).

As vacinas surgem neste contexto como uma ferramenta alternativa para o controle do
carrapato, podendo ser utilizadas em associacdo com o controle quimico, diminuindo o
numero de aplicagdes dos acaricidas e, dessa forma, diminuindo o custo de producdo. Em
meio a grande procura por formas alternativas de controle do carrapato, o controle por meio
de vacinas, com a inducdo da resposta imune em bovinos contra os carrapatos, tem mostrado
resultados promissores (ANDREOTTI et al., 2002). As principais vantagens de uma vacina
recombinante em relagcdo aos acaricidas sdo: a vacina ndo é um agente quimico, tem menor

custo de producdo e o desenvolvimento de resisténcia € mais lento (WILLADSEN, 1997).
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2. Vacinas contra o “carrapato do boi”

Em meados de 1980, na Australia, pesquisadores comecaram a estudar a resposta
imune dos bovinos contra R. (B.) microplus. Os primeiros estudos cientificos com
formulacBes vacinais contra este ectoparasita a serem publicados sdo datados de 1986
(AGBEDE; KEMP, 1986; JOHNSTON; KEMP; PEARSON, 1986; KEMP, 1986). Estes
estudos foram encorajados por pesquisa feita na década anterior com vacina contra
Dermacentor andersoni, na qual os autores conseguiram mostrar uma imunoprotecdo ao
testarem duas formulagdes vacinais: a primeira composta de antigenos derivados de intestino
e ovario; e a segunda composta de extrato de todos o0s 6rgdos internos — ambas de teledginas
semi-ingurgitadas de D. andersoni. Naquele trabalho, os autores ainda relataram que a
utilizacdo de glandulas salivares como imunogenos em bovinos ndo foi capaz de induzir
imunidade contra o carrapato e, ainda, que antigenos derivados de fémeas adultas nédo
ingurgitadas foram ineficazes como imundgenos, sugerindo uma mudanga nos padrdes de
expressdo de antigenos em fémeas alimentadas em relacdo as ndo alimentadas (ALLEN e
HUMPHREYS, 1979).

Bovinos Bos taurus da raca Hereford, com 12 meses de idade, vacinados com extratos
de fémeas adultas de R. (B.) microplus, demonstraram um perfil diferente de resisténcia ao
carrapato quando comparado aqueles que adquiriram resisténcia ao serem expostos a
sucessivas infestacdes. Observou-se que, nesses Ultimos, 0os mecanismos da resisténcia
atuavam na fase larval do carrapato, enquanto nos animais vacinados estes atuavam na fase
adulta, provocando lesbes no intestino com consequente extravasamento de hemécias para a
linfa ou entdo a diluicdo da mesma. Neste mesmo experimento, até 60% das teledginas
sofreram algum tipo de dano no intestino e, para que as lesdes ocorressem, demonstrou-se que
a presenca das proteinas do sistema complemento era necesséria, sugerindo que ocorreria a
lise das células intestinais pelo sistema complemento (KEMP et al., 1986).

ApOs a constatacdo de que a inoculacdo de extratos de fémeas adultas de R. (B.)
microplus em bovinos produziu uma resposta imune mediada por anticorpos contra o tecido
intestinal do carrapato (AGBEDE et al., 1986; KEMP et al., 1986), investigacdes
subsequentes identificaram uma glicoproteina presente no intestino destes carrapatos capaz de
induzir imunoprotecdo (WILLADSEN et al., 1988; RAND et al., 1989). Diferentes protocolos
foram utilizados para isolar e purificar este antigeno protetor. Pesquisadores australianos
isolaram uma glicoproteina de 89 kDa, denominada Bm86 (WILLADSEN et al., 1989),
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expressa em células do intestino de R. (B.) microplus (GOUGH e KEMP, 1993). O gene desta
proteina foi isolado e clonado em um vetor para a subsequente expressdo em Escherichia coli.
Apbs a purificacdo, a proteina recombinante Bm86 foi utilizada para vacinar bovinos, o que
resultou em 77% de reducéo no peso de ovos dos carrapatos do grupo vacinado (RAND et al.,
1989). Quando expressa em sistema eucariético (sistema baculovirus), este imunogeno
proporcionou protecdo de 88% (RICHARDSON et al, 1993). Porém, quando a Bm86 foi
expressa em leveduras, niveis distintos de eficacia foram obtidos (RODRIGUEZ et al., 1994;
DE LA FUENTE et al., 1998; 1999).

No Brasil, em testes com bovinos submetidos a infestacdo natural de R. (B.)
microplus, foi demonstrado que a vacinacdo com Bm86, na formulacdo da vacina Gavac®,
reduziu em torno de 47% o indice de infestagdo dos bovinos vacinados (RODRIGUEZ et al.,
1995a). Porém, a eficacia das vacinas que ja estiveram disponiveis comercialmente variou
entre 51% e 91% dependendo da populacdo de carrapatos e da condi¢do nutricional dos
bovinos utilizados nos testes, sem considerar qual foi o calculo utilizado para esta estimativa
(PARIZI et al., 2009).

Foi sugerido que a variacdo na eficacia observada entre diferentes regiées do mundo
era devido as variacbes nas sequéncias de aminoacidos das Bm86 entre as diferentes
populacdes de carrapatos (GARCIA-GARCIA et al., 2000). De fato, analises de populacdes
de carrapatos da Argentina mostraram polimorfismos no gene homoélogo ao da Bm86, que
resulta em uma proteina solivel em vez da proteina ligada a membrana, como as detectadas
em carrapatos da Australia e Cuba, 0 que explicaria porque os carrapatos argentinos sao
resistentes a vacinacdo com Bm86. Para superar esta resisténcia, uma nova vacina
recombinante foi produzida a partir do gene da Bm95 — alelo ao gene da Bm86. Este novo
antigeno foi eficiente para proteger bovinos contra infestagdes de carrapatos da Argentina e
Cuba (GARCIA-GARCIA et al., 2000).

VariagcOes nas sequéncias de aminoacidos superiores a 2,8% seriam suficientes para
diminuir a eficiéncia da vacinacdo quando antigenos recombinantes s&o utilizados (GARCIA-
GARCIA et al., 1999). Isolados de vérias regides do Brasil, Argentina, Uruguai, Venezuela e
Colémbia foram analisadas e mostraram que o0s genes das Bm86 e Bm95 apresentam
variagdes que vao de 3,4% a 6,8% e de 1,14% a 4,56% nas sequéncias de aminoacidos,
respectivamente (SOSSAI et al., 2005). Um estudo de variabilidade da Bm86-CG, uma

proteina homdloga a Bm86, isolada de uma cepa de Campo Grande - Mato Grosso do Sul,
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mostrou varia¢des de 3,5% e 3,7% na sequéncia de aminoécidos quando comparada as Bm86
e Bm95, respectivamente (ANDREOTTI et al., 2008).

Além disso, 0s bovinos vacinados com Bm86 mostraram niveis varidveis de
resisténcia contra espécies filogeneticamente préximas de R. (B.) microplus (DE VOS et al.,
2001; FRAGOSO et al., 1998; ODONGO et al, 2007). Estes niveis de protecdo refletem nao
sO a variacao entre isolados de R. (B.) microplus, mas também as relagdes filogenéticas entre
diferentes espécies de carrapatos, indicando que os epitopos imunologicamente importantes
sdo, pelo menos, parcialmente conservados (ANDREOTTI et al., 2008; ODONGO et al.,
2007; SOSSAI et al.,, 2005). Na Australia, a vacina baseada na proteina Bm86 foi
comercializada com o nome de TickGARD® e, em Cuba, Brasil e México, com o nome de
GAVAC®.

A proteina Bm91, isolada de R. (B.) microplus da Australia, também foi testada como
antigeno vacinal, porém em associa¢do com a Bm86, aumentando a eficécia parcial da vacina
australiana (WILLADSEN et al., 1996). A Bm91 também ¢ um antigeno “oculto” e foi
caracterizada como tendo atividades carboxipepitidase (JARMEYet al., 1995).

Além do antigeno Bm86, que compdem as vacinas ja existentes, outras proteinas
também conferem algum grau de imunoprotecdo ou induzem a producdo de anticorpos que
interferem no sucesso reprodutivo do carrapato, como por exemplo: um precursor de protease
aspartica acumulado no ovo (BYC- BoophilusYolk pro-Cathepsin) (LOGULLO et al., 1998)
e inibidores de tripsina (BmTIs) provenientes de larvas de carrapato (ANDREOTTI et al.,
2002).

Ja foi demonstrado que anticorpos funcionais podem ser encontrados na hemolinfa de
carrapatos quando os carrapatos se alimentam em um bovino imunizado (DA SILVA VAZ et
al., 1996). Esta observacdo permitiu a producdo de antigenos de outros 6rgdos do carrapato e
ndo somente do intestino e da saliva. A vacinacdo de bovinos com a BYC nativa e
recombinante foi capaz de estimular uma resposta humoral dos bovinos (DA SILVA VAZ et
al., 1998). A capacidade da BYC de induzir uma resposta imunitéria protetora contra R. (B.)
microplus em bovinos foi testada por ensaios de vacinacdo e por inoculacdo de anticorpo
monoclonal (MAb) anti-BYC em teledginas totalmente ingurgitadas. Nas experiéncias de
imunizacédo, as medic¢des de varios parametros bioldgicos demonstraram uma protecédo parcial
contra R. (B.) microplus, variando de 14% a 36%. A inoculacdo de MAb produziu uma
diminuicdo dose dependente na oviposigéo e sobrevivéncia do ectoparasita (DA SILVA VAZ
etal., 1998).
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A imunizacdo de bovinos com uma associagdo de BmTIs nativas, purificadas em
coluna de tripsina sepharose, apresentou 72,8% de eficiéncia na protegio contra o “carrapato
do boi” (ANDREOTTI et al., 2002). Um peptideo sintético foi desenhado com base em uma
sequéncia conservada de aminoacidos dessas BmT]Is, porém, quando testado em stall test,
apresentou 18,4% de protecédo contra o carrapato (ANDREOTTI et al., 2007).

Foi demonstrado que um peptideo quimérico recombinante, desenhado a partir das
sequéncias de BmTI e carrapatin, induziu resposta imune em camundongos Balb/C, mas,
qguando utilizado em bovinos com adjuvante completo de Freund ndo induziu resposta
protetora (SASAKI et al., 2006).

Um destes BmTIs foi descrito pela Embrapa Gado de Corte em associagdo com a
Escola Paulista de Medicina, denominado BmTI-A (TANAKA et al., 1999). Pesquisadores da
Embrapa Gado de corte criaram uma sequéncia de DNA sintética deste gene e a clonaram em
um plasmideo de expressdo em Pichia pastoris para a expressao do gene sintético. A proteina
recombinante expressa por este sistema foi denominada rRmLTI e, ap0s ser utilizada para a
vacinacdo, conferiu protecdo de 32% em bovinos apos a infestacdo com R. (B.) microplus
(ANDREOTTI et al., 2012).

Glutationa-S-transferases (GSTs) € uma familia de enzimas envolvidas na
desintoxicacdo metabdlica de xenobidticos e compostos enddgenos (AGIANIAN et al., 2003).
A imunizacgdo de bovinos com uma GST recombinante de Haemaphysalis longicornis (rGCT-
HL) induziu uma protecdo parcial em bovinos, indicada pela diminui¢do do namero de
tele6ginas que sobreviveram nos animais vacinados, chegando a 57% de eficacia média
(PARIZI et al., 2011).

A enzima VTDCE (Vitellin Degrading Cysteine Endopeptidase) ¢ um tipo de
Catepsina L encontrado em ovos de R. (B.) microplus (SEIXAS et al., 2003) caracterizada
como a proteina mais ativa na hidrolise da vitelina. Quando utilizada em ensaios de
vacinacdo, animais que receberam quatro doses de 100 pg de VTDCE produziram anticorpos
especificos contra VTDCE gerando uma resposta imune com protecédo parcial ao desafio com
larvas de R. (B.) microplus. Os pesos de ovos férteis de teledginas de animais vacinados
diminuiram aproximadamente 17,6% e a porcentagem de eficicia observada foi de 21%
(SEIXAS et al., 2008).

Outras proteinas também tém sido isoladas e expressas de forma recombinante, porém,
ainda ndo foram testadas em desafios com R. (B.) microplus. A enzima THAP (Tick Heme-

binding Aspartic Proteinase), segundo o grupo de pesquisa que a isolou, considerando-se que
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estd envolvida na hidrélise da vitelina, pode ser outro alvo promissor em busca de controle
imunologico do carrapato (SEIXAS et al., 2012).

O gene de uma proteina calreticulin de R. (B.) microplus (BmCRT) foi amplificado e
expresso em E. coli. A BmCRT ¢ inoculada pelo carrapato em seu hospedeiro junto com a
saliva. Conhecida como sendo ligante de calcio, e por estar presente na saliva do carrapato,
provavelmente auxilia na alimentagdo, atuando como agente imunossupressor e
anticoagulante. Ensaios de inoculagdo mostraram que a BmCRT é imunogénica, porém,
nenhum teste de protecéo foi realizado (PARIZI et al., 2009).

No Brasil, o uso do peptideo sintético (SBm7462), desenhado a partir da Bm86,
desenvolvido pela Universidade Federal de Vicosa, mostrou resultados positivos em testes
preliminares de imunoprote¢do de bovinos e posterior desafio com larvas, alcangando 81,05%
de eficacia (PATARROYO et al., 2002). Quando o peptideo SBm7462 foi utilizado para
comparar a saponina e microesferas de PGLA 50:50 como adjuvantes, o imundgeno
encapsulado, embora vidveis ap6s encapsulacdo, induziu niveis de anticorpos
significativamente mais baixos do que os detectados com o peptideo emulsionado em
saponina (SALES-JUNIOR et al., 2005).

Na tentativa de prolongar o titulo de anticorpos contra a Bm86 ou, até mesmo,
eliminar a necessidade de reforco vacinal periddico, outra estratégia utilizada foi o
desenvolvimento de vacinas de DNA. Ovinos, murinos e bovinos foram vacinados com
plasmideo codificando para o gene da Bm86 obtiveram uma resposta imune humoral, com
producdo de imunoglobulinas, especialmente do tipo 1gG, contra o antigeno Bm86. Apos a
vacinacdo, 0s ovinos mostraram uma pequena reducdo de 14% na média de peso das
teledginas e 53% de reducao do peso dos ovos (DE ROSE et al., 1999).

Anticorpos purificados também foram utilizados na tentativa de se identificar
potenciais antigenos vacinais. MADb's contra membranas intestinais de carrapatos foram
utilizados para precipitarem, a partir de extratos de carrapatos, antigenos sollveis a serem
utilizados como antigenos vacinais. A vacinacdo de bovinos com antigenos, obtidos com esta
técnica, isolados a partir do MAb QU13 provocou reducdo de 94% na oviposicdo, apds as
primeiras trés doses. Quando estes animais receberam reforco vacinal de 500 ug, divididos
em outras 5 doses, o0 efeito na redugédo na oviposicéo foi > 99% (LEE; OPDEBEECK, 1991).
Um experimento similar também foi realizado com a inoculacdo de MAb produzido contra
extratos ndo purificados de intestino e embrido em teledginas totalmente ingurgitadas de R.
(B.) microplus (TORO-ORTIZ et al, 1997). Um anticorpo policlonal anti-N-
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acetilhexosaminidase (anti-HEX), produzido a partir da proteina nativa purificada de extrato
de larvas e inoculada em camundongos, foi purificado e inoculado em teledginas totalmente
ingurgitadas e, como resultado, observou-se 26% de diminuicdo da oviposi¢do (DEL PINO et
al., 1998).

3. Bm86-CG

A Bm86 é uma proteina presente na superficie apical de células do intestino do R. (B.)
microplus (GOUGH; KEMP, 1993). Apesar de ndo ser abundante, possui um papel
fisiol6gico importante, pois, quando carrapatos ingerem o sangue do bovino imunizado com
este antigeno ocorre a inibi¢do da endocitose das células do tudo digestivo a partir da fixacdo
dos anticorpos do hospedeiro. Como a endocitose € responsavel pela producdo de energia para
a formacdo dos ovos, sua inibicdo leva a reducdo no nimero e no peso de teledginas. Desta
maneira, apos a vacinacdo, ha uma diminuicéo na eficiéncia reprodutiva de teledginas (KEMP
et al., 1989; WILLADSEN et al., 1989).

O gene da Bm86 foi isolado, clonado e expresso em E. coli. Ap6s, a Bm86
recombinante foi utilizada em experimento de vacinacdo, no qual promoveu uma protecao
menor que a proteina nativa, sugerindo que a auséncia de glicosilagdo na proteina expressa
por E. coli fosse a responsavel por este resultado (RAND et al., 1989). A proteina Bm86 foi
entdo clonada e expressa em P. pastoris, apresentando, em teste com bovinos, reducgdes de
50,5% de peso, 31% de numero e 70% de habilidade reprodutiva de R. (B.) microplus que se
desenvolveram no hospedeiro (RODRIGUEZ et al., 1994).

A proteina Bm86 apresentou resposta imune contra o carrapato e por estar presente no
tubo digestivo do carrapato, ndo entrando em contato com o sistema imunoldgico do
hospedeiro, foi classificada como antigeno “oculto” (WILLADSEN; KEMP, 1988). Sua
localizagdo foi descoberta utilizando-se anticorpo marcado com ouro coloidal, que
demonstrou sua presenca na superficie apical de células do intestino do carrapato, com maior
concentracdo nas microvilosidades das células digestivas (GOUGH; KEMP, 1993).

Ha duas vacinas comerciais contra R. (B.) microplus — a Gavac™ e a TickGard™Y®,
baseadas na proteina recombinante Bm86. Estas vacinas demonstraram certa eficiéncia em
alguns experimentos, porém, as duas formulacdes eliminam apenas parcialmente o nimero de
aplicacbes de acaricidas (WILLADSEN; KEMP, 1988; MASSARD et al., 1995;
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RODRIGUEZ et al., 1995b; WILLADSEN et al., 1995; TELLAM et al.,, 1997; DE LA
FUENTE et al., 1998; DE LA FUENTE et al., 1999).

Em um experimento com a vacina Gavac'™ realizado em Cuba, no Brasil, na
Argentina e no México, foi demonstrado eficacia de 55%-100% no controle de infestacGes de
R. (B.) microplus em bovinos a campo apés 12-36 semanas da primeira vacinacdo (DE LA
FUENTE et al., 1999). Em estudos realizados no Brasil, a imunizacgdo de bovinos com Bm86,
submetidos a infestacdo natural de R. (B.) microplus, reduziu entre 45% e 60% o indice de
infestacdo dos vacinados (RODRIGUEZ et al., 1995a).

Em Mato Grosso do Sul — Brasil, um estudo com animais vacinados com o antigeno
Bm86 nas formulagdes Gavac™ (Heber Biotec S.A., P.O. Box 6162, Havana, Cuba) (DE LA
FUENTE et al, 1998) e TickGard"""® (Intervet Australia Pty. Ltd., 91-105 Harpin Street
Bendigo, East Vic.) (WILLADSEN, 1997), mostrou que estas apresentaram resposta imune,
considerando os niveis de 1gG, com eficacia de protecdo de 49,2% para Gavac'™ e 46,4%
para TickGard™"® (ANDREOTTI, 2006).

Posteriormente, a analise da sequéncia do gene Bm86-Campo Grande (Bm86-CG)
comparando com a Bm86 e Bm95 no alinhamento par-wise, revelou que a similaridade entre
Bm86-CG e Bm86 ¢ de 0,2% maior que a identidade entre Bm86-CG e Bm95, apresentando
identidades de 96,5% e 96,3%, respectivamente. Com relacdo a hidrofobicidade, o método de
calculo de Hoop e Woods sugere que a maior diferenca entre as sequéncias sao em duas
regibes. A primeira é em torno do residuo Asp20, onde a amostra Bm86 é hidrofilica
comparada com a Bm95 e a Bm86-CG. O segundo comportamento de hidrofilicidade €
proximo do residuo Asn85 onde a Bm86 também mostra um padrdo exclusivo. A Bm86-CG
tem um perfil hidrofébico mais proximo da Bm95 na regido N-terminal, mas mostra um
comportamento similar a Bm86 na regido C-terminal (ANDREOTT] et al., 2008).

Os estudos para calcular a porcentagem de eficacia das vacinas baseadas em Bm86
em bovinos no Brasil, os quais mostram uma eficacia abaixo da encontrada em outros paises,
assim como as analises das sequéncias das proteinas homologas a Bm86, que mostram
diferengas nas sequéncias aminoacidicas, ddo suporte para a necessidade de um estudo das
populacbes regionais de carrapatos. Esta avaliacdo é importante para a verificagdo da

eficiéncia do antigeno em quest&o e a sua posterior utilizacdo no controle do carrapato.
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4. RmLTI

Os primeiros estudos com isolamento de inibidores de tripsina de R (B.) microplus
(BmT]I) foram realizados na Australia, na década de 70. Foi purificado um inibidor de tripsina
em colunas de troca idnica e gel filtracdo com aproximadamente 18,5 kDa. Sua atividade foi
confirmada demonstrando-se a inibicao de tripsina e quimotripsina. Também foi demonstrado
que este BmT]I possuia sitios de ligacdo distintos para as duas enzimas (inibidor com “duas
cabegas”). Além disso, foi demonstrado que este inibidor provocava uma reacdo de
hipersensibilidade imediata quando injetado intradérmico em bovinos e que esta reacdo era
uma resposta imunoldgica especifica (WILLADSEN; RIDING, 1979). Naquela época ja se
acreditava que esta reacdo imune poderia ser um fator de resisténcia dos bovinos ao

“carrapato do boi”.

Foram identificados, pelo menos, dois inibidores de proteases que inibem tripsina e
quimotripsina nas fases de ovo e de larva de R. (B.) microplus (VERMEULEN et al., 1988;
WILLADSEN; RIDING, 1980). Em um estudo subsequente, foi demonstrado que 0s
inibidores de proteases presentes em ovos e larvas desta espécie de carrapato estdo
intimamente relacionados, porém, sdo distintos. Multiplas formas de tais inibidores eram
frequentemente observadas e, neste caso, cada forma parecia ser especifica de uma fase de
vida deste carrapato (WILLADSEN; MCKENNA, 1983). A quantidade de inibidores
presentes nas larvas tem uma queda rapida logo apos o inicio do estagio parasitario, sugerindo
que estes poderiam ser secretados no hospedeiro (WILLADSEN; RIDING, 1980). Estas
constatacGes corroboram com a ideia de que estes inibidores devem ser importantes para o
inicio de uma alimentacdo bem-sucedida de larvas de R. (B.) microplus (WILLADSEN;
MCKENNA, 1983).

Apbs o desenvolvimento de vacinas com o antigeno Bm86, que ndo apresentavam
100% de eficacia contra R. (B.) microplus, surgiu a ideia de que a utilizacdo de mais de um
antigeno em uma formulagéo vacinal contra este ectoparasita poderia provocar um efeito de

cooperagdo em matéria de imunoprotecdo de bovinos (WILLADSEN, 1990).

Seguindo esta ideia, pesquisas foram realizadas para identificar e caracterizar
diferentes moléculas com potencial imunogénico em bovinos. Uma pesquisa realizada por

Tanaka et al. (1999) buscou identificar inibidores de calicreina e elastase, as quais interferem
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na coagulacdo sanguinea. A calicreina plasmética € uma serina protease que participa na via
intrinseca de coagulacdo sanguinea e também produz bradicinina a partir de quininogénio. A
bradicinina é uma substancia promotora de edema, que, por sua vez, pode ser um componente

significativo na rejeicdo de carrapatos pelos bovinos (TANAKA et al., 1999).

Um BmTI, denominado BmTI-A, foi descrito como sendo inibidor de tripsina, de
elastase de neutrofilo e de calicreina plasmatica, sugerindo uma possivel participacdo no
bloqueio da coagulacéo sanguinea durante a fixagdo larval em bovinos. Esta possivel acdo é
justificada, principalmente, pela inibicdo de calicreina plasmatica, responsavel pela geracao
de fatores de coagulacdo que mantém a formacdo de coagulo. Uma vez que esta enzima é
inibida, o tempo de coagulacdo é prolongado, fato que poderia conferir vantagem a larva de R.
(B.) microplus no estagio inicial de alimentacdo (TANAKA et al., 1999). A inibicdo da
calicreina plasmatica também pode ajudar o carrapato evitando a formacdo de edema pela
inibicdo da bradicinina lancada no local de fixacdo deste parasita (RIBEIRO, 1989). Desta
maneira, o0 processo inflamatdrio que seria originado pela lesdo no local de fixacdo da larva,
com a migragdo de fatores como imunoglobulinas e sistema complemento, induzido pelas
substancias vasoativas, assim como fagdcitos por quimiotaxia, é diminuido (ANDREOTTI et
al., 1999).

Foi demonstrado que a BmTI-A apresenta alta homologia com inibidores de serina
proteases da familia de inibidores de tripsina pancreatica bovina (ITPB) tipo Kunitz, sendo
constituida por dois dominios, explicando a hipdtese do inibidor com “duas cabecas”
(WILLADISEN; RIDING, 1979). A sequéncia de aminoécidos da BmTI-A mostrou-se
homologa as sequéncias da ornithodorin (inibidor de trombina) (VAN DE LOCHT et al.,
1996) e de um peptideo anticoagulante (TAP; inibidor de fator Xa) (WAXMAN et al., 1990),
dois inibidores anticoagulantes da mesma familia, que também foram isolados de carrapato,
Ornithodoros moubata (TANAKA et al., 1999). Tanaka et al. (1999) ainda sugerem que a
presenca deste inibidor com dupla acdo, na coagulacdo sanguinea e nos mediadores de
inflamacdo, poderia ser uma estratégia econémica ao processo de alimentacdo de larvas de R.

(B.) microplus.

Estudos posteriores mostraram que larvas de R (B.) microplus sdo uma fonte muito

rica de diferentes inibidores de tripsinas. Como era de se esperar, todas inibiram tripsina,
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porém nem todas inibiram calicreina sorologica humana (BmTI-3) e elastase de neutrofilos
humana (BmTI-D) (ANDREOTTI et al., 1999;SASAKI et al., 2004).

A Embrapa Gado de Corte vem trabalhando h& alguns anos na selecdo de BmTIs
candidatas a antigenos provenientes da fase de larva do carrapato R. (B.) microplus
(ANDREOTTI et al., 1999; 2000; 2002; ANDREOTTI, 2007;ANDREOTTI et al., 2012).
BmTIs nativas, com atividades inibitorias de tripsina, calicreina e elastase, foram utilizadas
como imundgenos em bovinos, na tentativa de reverter a acdo anticoagulante e
imunossupressora destes inibidores secretados e langados pelas larvas de R. (B.) microplus no
local de sua fixacdo. Apos a infestacdo, os bovinos imunizados apresentaram reducdo no
numero total de carrapatos (69,7%), no peso total de ovos (71,3%) e no peso das teledginas
(69,5%), comparados aos nao imunizados. A eficacia alcangada com esta formulacdo foi de
72,8% (ANDREOTTI et al., 2002). Anos depois, um fragmento N-terminal de BmT]I foi
sintetizado e utilizado em ensaio de vacinacdo de bovinos. Apesar deste antigeno sintético ter
estimulado a producdo de anticorpos a nivel similar ao observado pela vacinacdo com as
BmT]Is nativas, a imunoprotecdo ndo foi tdo boa assim, apresentando uma eficicia de apenas
18,4% contra uma subsequente infestagao por R. (B.) microplus (ANDREOTT], 2007).

Os bovinos adquirem imunidade parcial a R. (B.) microplus ap6s exposi¢do natural
extensa, devido, em grande parte, a uma reacdo de hipersensibilidade imediata ao carrapato
(RODRIGUEZ et al., 1994). Sabe-se que 0s mastdcitos e a histamina contida no interior de
seus granulos citoplasmaticos sdo de importancia fundamental para o mecanismo de auto-
higiene dos bovinos, o qual, por sua vez, € critico para a resisténcia dos animais ao carrapato
R. (B.) microplus (VERISSIMO et al., 2008). Além disso, um estudo realizado por Verissimo
(2008) sobre os mecanismos de resisténcia dos bovinos a R. (B.) microplus conclui que o
mecanismo de hipersensibilidade imediata € muito importante, uma vez que determina a

resisténcia do hospedeiro a esta espécie de carrapato em particular.

Considerando o potencial imunogénico das BmT]Is, que sdo capazes de reagir com o
sistema imune e gerar uma hipersensibilidade imediata, a producdo de uma vacina com a
proteina recombinante BmTI, mesmo em um sistema onde o efeito da vacina seja parcial e
integrado ao controle quimico e outras praticas de manejo, 0s custos de producdo na pecuéria
bovina diminuiriam, pois o custo adicional da vacina para imunizar todo o rebanho seria

menor que a propria reducdo do custo de acaricidas quimicos.
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5. Pichia pastoris

Pichia pastoris ¢ uma levedura metilotrofica que tem sido muito utilizada para
expressdo de proteinas heterologas devido as suas grandes vantagem em relacdo aos outros
sistemas de expressdo. As técnicas requeridas para sua manipulacdo sdo semelhantes as
descritas para Saccharomyces cerevisiae, um dos sistemas mais bem caracterizados
geneticamente (CREGG; CEREGUINO, 2000). As suas caracteristicas mais vantajosas sao:
ter status GRAS, ser de facil manipulacdo genética, expressar proteinas heter6logas em altos
niveis, ser um sistema eucariético capaz de promover O- e N-glicosilacdo além de ser capaz
de processar sequéncias sinais (HOHENBLUM et al., 2004). Além disso, comparado com
outros sistemas baseados em eucariotos superiores, como as culturas de células de mamiferos,
este sistema é considerado de uso rapido, facil e mais econémico (GELLISSEN, 2000).

As leveduras metilotroficas tém a habilidade de utilizar metanol como Unica fonte de
carbono, sendo que o primeiro passo no metabolismo do metanol é sua oxidacdo a
formaldeido, catalisado pela enzima alcool oxidase (AOX), que utiliza o oxigénio molecular e
gera perdxido de hidrogénio. As reacdes iniciais ocorrem nos peroxissomos, seguido por uma
etapa metabdlica subsequente no citoplasma. P. pastoris possui dois genes que codificam para
a AOX — AOX1 e AOX2 —, sendo o primeiro responsavel por 85% da atividade de alcool-
oxidase na célula. A AOX tem baixa afinidade por O, e as leveduras metilotroficas
compensam esta deficiéncia sintetizando grandes quantidades desta enzima (CREGG;
CEREGUINO, 2000; GELLISSEN, 2000; JAHIC, 2003).

O promotor do gene AOX1 é fortemente reprimido quando as células crescem em
outras fontes de carbono. Contudo, a auséncia de uma fonte de carbono repressora no meio,
como a glicose, ndo resulta em uma transcri¢do substancial do AOX1, sendo, a presenca de
metanol como Unica fonte de carbono, essencial para a inducdo de altos niveis de expresséo
(TSCHOPRP et al., 1987), podendo aumentar a concentragdo de AOX até esta constituir mais
de 30% do total de proteinas soluveis (COUDEC; BARATTI, 1980; ROGGENKAMP et al.,
1984).

O método de transformacgdo mais utilizado em P. pastoris é por meio de integracao
cromossomal. Este metodo oferece vantagens como: estabilidade do cassete e expresséo,
geragdo de transformantes com madaltiplas copias, controle do sitio de integracdo e a
capacidade de construir variados modos de integracdo. Vetores linearizados podem promover
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a recombinacdo homologa entre as sequéncias compartilhadas pelo vetor e pelo genoma e,
desta maneira, a integracdo pode ocorrer via inser¢do por um simples evento de crossover ou
por substituicdo génica, por meio de duplo crossover. A integracdo por inser¢do ocorre mais
frequentemente e pode resultar em multiplas integracdes in tandem do cassete de expressdo a
uma taxa de 1-10%, podendo aumentar a quantidade de proteina expressa. Por outro lado,
apesar das transformacgdes por substituicdo génica geralmente resultarem em transformantes
de cdpia Unica, estas sdo geneticamente mais estaveis (SREEKRISHNA et al., 1997).

P. pastoris tem preferéncia por crescimento respiratério, com a utilizacdo de O,, 0 que
Ihe permite o crescimento até altas densidades celulares (500 ODgg) €, cOnsequentemente, a
obtencdo de niveis superiores de proteinas expressas (CREGG; CEREGUINO, 2000). Além
disso, esta levedura glicosila as proteinas de forma bem proxima aos metazoarios
(BRETTHAUER; CASTELLINO, 1999).

A expressdo da proteina recombinante em P. pastoris pode ser intracelular ou
extracelular. A vantagem desta Gltima é que esta levedura secreta baixa quantidade de
proteinas enddgenas e seu meio de crescimento ndo contém proteinas adicionais, o que facilita
as etapas seguintes de purificacdo (TSCHOPP et al., 1987; BARR et al., 1992; CREGG e
CEREGUINO, 2000).

A secrecdo requer a presenca de uma sequéncia sinal que direcionara a proteina para
esta via. O sinal de secrecdo do fator-o de S. cerevisiae é 0 mais utilizado nos vetores de
expressdo para P. pastoris (CREGG; CEREGUINO, 2000). Durante a via de secre¢do, 0
peptideo sinal do fator-o é clivado por uma peptidase-sinal presente na membrana do reticulo
endoplasmatico. Apds a proteina ganhar o lumen do reticulo endoplasmatico, a protease
Kex2p da levedura reconhece o sitio de clivagem Lys-Arg e libera a porcéo pré do fator-o. A
presenca de sequéncia Glu-Ala proxima ao sitio de clivagem da Kex2p, pode aumentar a
atividade desta enzima, e ser posteriormente removida da proteina madura pela a¢do de uma
diaminopeptidase, produto do gene STE13 (DALY; HEARN, 2005).

Em relacdo ao gene AOX1, dois tipos de cepas de P. pastoris podem ser obtidas,
variando com relacdo a sua capacidade de utilizar o metanol. As cepas com mutac¢des nos dois
genes da AOX sdo por vezes melhores produtores de proteinas estranhas do que as do tipo
selvagem (TSCHOPP et al., 1987; CHIRUVOLU et al., 1997). Alem disso, estas cepas ndo
exigem grandes quantidades de metanol e sdo rotineiramente utilizadas para fermentacdo em
grande escala. A linhagem GS115 é capaz de gerar clones com fenétipo do tipo Mut®, que
refere-se a baixa utilizacdo de metanol, causado pela perda de atividade da &lcool-oxidase
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codificada pelo gene AOX1, e clones com fendtipo Mut®, que refere-se a alta utilizagdo de
metanol, justamente por manter os dois genes que codificam para AOX. A estirpe com um
fen6tipo Mut® tem o locus aox1 mutante, mas é do tipo selvagem para AOX2. Isto resulta em
um fendtipo de crescimento lento na presenca de metanol. Ambos recombinantes, Mut” e
Mut®, sdo Gteis, pois um fendtipo pode favorecer a melhor expressdo da proteina recombinante
do que o outro. Como ndo ha maneira de se prever qual fenétipo vai expressar melhor a
proteina, o recomendado € analisar os diferentes tipos de recombinantes (CREGG;
CEREGUINO, 2000).

Dentro da perspectiva de procurar novas estratégias para o controle do carrapato, o
objetivo deste trabalho foi avaliar antigenos recombinantes presentes em um isolado regional
de R. (B.) microplus, mantidos na Embrapa Gado de Corte, em busca de uma ferramenta
alternativa que possa ser utilizada em associa¢do com o controle quimico e, também, discutir

a forma como as avaliacdes de vacinas contra carrapatos estdo sendo conduzidas.

REFERENCIAS

AGBEDE, R.l.; KEMP, D.H. Immunization of cattle against Boophilus microplus using
extracts derived from adult female ticks: histopathology of ticks feeding on vaccinated cattle.
International Journal for Parasitology. v.14, n.1, p.35-4, 1986.

AGIANIAN, B.; TUCKER, P. A.; SCHOUTEN, A.; LEONARD, K.; BULLARD, B.; GROS,
P. Structure of a Drosophila Sigma Class Glutathione S-transferase Reveals a Novel Active
Site Topography Suited for Lipid Peroxidation Products. Journal of Molecular Biology, V.
326, n. 1, p. 151-165, 2003.

ALLEN, J. R.; HUMPHREYS, S. J. Immunisation of guinea pigs and cattle against ticks.
Nature, v. 280, p. 491-493, 1979.

ALVES-BRANCO, F. P. J.; ECHEVARRIA, F. A. M.; SIQUEIRA, A. S. Garca vaqueira
(Egretta ibis) e o controle bioldgico do carrapato (Boophilus microplus). EMBRAPA.-
UEPAE Bagé, Comunicado Tecnico 1, 1983, 4 p.

ALVES-BRANCO, F. P. J.; SAPPER, M. F. M.; ARTILES, J. M. J. Diagndstico de
resisténcia de Boophilus microplus a piretroides. In. CONGRESSO ESTADUAL DE
MEDICINA VETERINARIA, 11., 1992, Gramado. Anais... Gramado: Sociedade Brasileira
de Medicina Veterinaria, 1992. 242 p.

ANDREOTTI, R. A synthetic bmti n-terminal fragment as antigen in bovine
immunoprotection against the tick Boophilus microplus in a pen trial. Experimental
Parasitology, v. 116, n. 1, p. 66-70, 2007.



29

ANDREOTI, R.; GOMES, A.; TORQUATO, R. J. S.; TANAKA, A. S. Parcial purification of
serineprotease inhibitor from Boophilus microplus larvae. Revista Brasileira de
Parasitologia Veterinaria. v. 8, n. 2, p. 93-8, 1999.

ANDREOTTI, R.; GOMES, A.; TANAKA, A. S.; GRANDE, C. Immunoprotection induced
in calves by a serine proteinase inhibitor from Boophilus microplus unfed larvae. Revista
Brasileira de Parasitologia Veterinaria, v. 2, n. 1, p. 85-9, 2000.

ANDREOTTI, R. et al. BmTI antigen induce as bovine protective immune response against
Boophilus microplus tick. Internantional Immunopharmacology, v. 2, p. 557-563, 2002.

ANDREOTTI, R. Performance of two Bm86 antigen vaccin formulation against tick using
crossbreed bovines in stall test. Revista Brasileira de Parastiologia Veterinaria, v.15, n.3,
p. 97-100, 2006.

ANDREOTTI, R. et al. Comparison of predicted binders in Rhipicephalus (Boophilus)
microplus intestine protein variants Bm86 Campo Grande strain, Bm86 and Bm95. Revista
Brasileira de Parastiologia Veterinaria, v. 17, p. 93-8, 2008.

ANDREOTTI, R.; CUNHA, R. C.; SOARES, M. A.; GUERRERO, F. D.; LEITE, F. P. L,
DE LEON, A. A. P. Protective immunity against tick infestation in cattle vaccinated with
recombinant trypsin inhibitor of Rhipicephalus microplus. Vaccine, v. 30, n. 47, p. 6678—
6685, 2012.

ANDREOTTI, R.; GARCIA, M. V.; CUNHA, R. C.; BARROQOS, J. C. Protective action of
Tagetes minuta (Asteraceae) essential oil in the control of Rhipicephalus microplus
(Canestrini, 1887) (Acari: Ixodidae) in a cattle pen trial. Veterinary Parasitology, 2013.
http://dx.doi.org/10.1016/j.vetpar.2013.04.045.

ARTHUR, D. R. Ticks. A monograph of the Ixodoidea. On the genera Dermacentor,
Anocentor, Cosmiomma, Boophilus and Margaropus. London: Cambridge University Press,
1960. 374 p.

BARR, K. A.; HOPKINS, S. A.; SREEKRISHNA, K. Protocol for efficient secretion of HSA
developed from Pichia pastoris. Pharmaceutical Engineering, v. 12, 48-51, 1992.

BENNET, G. F. Oviposiposition of Boophilus microplus (Canestrini) (Acarina: Ixodidae). II.
Influences of temperature, humidity and light. Acarologia, Paris, v. 16, p. 250-257, 1974.

BERGMAN, D.K. et al. Isolation and molecular cloning of a secreted immunoppressant
protein from Dermacentor andresoni salivary gland. Journal for Parasitology, v. 86, n. 3, p.
516-525, 2000.

BRETTHAUER, R. K.; CASTELLINO, F. J. Glycosylation of Pichia pastoris-derived
proteins. Biotechnology and Applied Biochemistry, v.30, n. 3, p.193-200, Dec, 1999.

BRUM, J. G. W. Infeccdo em teledginas de Boophilus microplus (Acari: Ixodidae) por
Cedecea lapagei (Grimont et al., 1981): etiopatogenia e sazonalidade. 1988. 95 f. Tese
(Doutorado em Parasitologia) - Instituto de Biologia, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 1988.


http://dx.doi.org/10.1016/j.vetpar.2013.04.045

30

CHIRUVOLU, V., CREGG, J. M. e MEAGHER, M. M. Recombinant protein production in
an alcohol oxidase-defective strain of Pichia pastoris in fed-batch fermentations. Enzyme
and Microbial Technology, v. 21, p. 277-283, 1997.

CORDOVES, C. O. Carrapato: controle ou erradicacio. 2. ed. Guaiba: Agropecuéria,
1997, 177 p.

COUDEC, R.; BARATTI, J. Oxidation of methanol by the yeast Pichia pastoris: purification
and properties of alcohol oxidase. Agricultural and Biological Chemistry, v. 44, p. 2279-
2289, 1980.

CREGG, J. M.; CEREGHINO, J. L. Recombinant protein expression in Pichia pastoris.
Molecular Biotechnology, v. 16, n. 1, p. 23-52, Sep, 2000.

DALY, R.; HEARN, M. T. Expression of heterologous proteins in Pichia pastoris: a useful
experimental tool in protein engineering and production. Journal of Molecular Recognition,
v.18, n. 2, p. 119-38, Mar-Apr, 2005.

DA SILVA VAZ, I. et al. Immunization of bovines with an aspartic proteinase precursor
isolated from Boophilus microplus eggs. Veterinary Immunology and Immunopathology,
v. 66, n. 3-4, p. 331-341, 1998.

DA SILVA VAZ, |. et al. Functional bovine immunoglobulins in Boophilus microplus
hemolymph. Veterinary Parasitology, v. 62, n. 1-2, p. 155-160, 1996.

DE CASTRO, J. J. Sustainable tick and tickborne disease control in livestock improvement in
developing countries. Veterinary Parasitology 1997;71:77-97.

DE LA FUENTE, J.L. et al. Field studies and cost-effectiveness analysis of vaccination with
GAVAC against the cattle tick Boophilus microplus. Vaccine, v. 16, n. 4, p. 366-373, 1998.

DE LA FUENTE, J.L. et al. Vacination against ticks (Boophilus spp.); the experience with the
Bm86-based vaccine Gavac. Genetic Analysis, v. 15, n. 3, p.143-148, 1999.

DEL PINO, F. A et al. Effect of antibodies against beta-N-acetylhexosaminidase on
reproductive efficiency of the bovine tick Boophilus microplus. Veterinary parasitology, v.
79,n. 3, p. 247-55, 16 nov. 1998.

DE ROSE, R. et al. Bm86 antigen induces a protective immune response against Boophilus
microplus following DNA and protein vaccination in sheep. Veterinary immunology and
immunopathology, v. 71, n. 3-4, p. 151-60, 30 nov. 1999.

DE VOS, S.; ZEINSTRA, L.; TAOUFIK, A.; WILLADSEN, P.; JONGEJAN, F. Evidence
for the Utility of the Bm86 Antigen from Boophilus microplus in Vaccination Against Other
Tick Species. Experimental and applied acarology, v. 25, n. 3, p. 245-261, 2001.

DOUBLE, B. M.; KEMP, D. H. The influence of temperature, relative humidity and host
factors on the attachment and survival of Boophilus microplus (Canestrini) larvae to skin
slices. International Journal for Parasitology, Oxford, v. 9, p. 449-454, 1979.



31

ELDER, J. K. et al. A survey concerning cattle tick control in Queesland. 4. Use of resistance
cattle and pasture spelling. Australian Veterinary Journal, Victoria, v. 56, p. 219-231,
1980.

ERVIN, R. T. et al. Estimation and economic implication of lone star tick (Acari, Ixodidae)
infestation on weight-gain of cattle, Bos taurus and Bos indicus x Bos taurus. Journal of
Economic Entomology 1987;80:443-45.

FARIAS, N. A. R. Diagnostico e controle da tristeza parasitaria bovina. Guaiba:
Agropecuéria, 1995, 80 p.

FRAGOSO, H. et al. infestations in cattle vaccinated with the B. microplus BmS6-containing
vaccine Gavac. Vaccine, v. 16, n. 20, p. 1990-1992, 1998.

FURLONG, J. Carrapato: problemas e solucGes. Juiz de Fora-MG. EMBRAPA Gado de
leite, 2005, 65p.

FURLONG, J.; MARTINS, J.R.; PRATA, M.C.A. O carrapato dos bovinos e a resisténcia:
temos o que comemorar? A Hora Veterinaria, v. 27, p. 26-32, 2007.

GARCIA-GARCIA, J. C. et al. Sequence variations in the Boophilus microplus Bm86 locus
and implications for immunoprotection in cattle vaccinated with this antigen. Experimental
and applied acarology, v. 23, n. 11, p. 883-95, 1999.

GARCIA-GARCIA, J. C. et al. Control of ticks resistant to immunization with Bm86 in cattle
vaccinated with the recombinant antigen Bm95 isolated from the cattle tick, Boophilus
microplus. Vaccine, v. 18, n. 21, p. 2275-87, 2000.

GELLISSEN, G. Heterologous protein production in methylotrophic yeasts. Applied
Microbiology and Biotechnology, v. 54, n. 6, p.741-50, Dec, 2000.

GHOSH, S.; KHAN, M.H.; AHMED, N. Cross-bred cattle protected against Hyalomma
anatolicum anatolicum by larval antigens purified by immunoaffinity chromatography.
Tropical Animal Health Production, v.31, n.5, p.263-273, 1999.

GOMES, A. Dinamica populacional de Boophilus microplus (Canestrini, 1987) (Acari:
ixodidae) em bovinos nelore (Bos indicus) e cruzamentos em infestagdes experimentais.
1995. 120 f. Tese (Doutorado em Parasitologia) — Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 1995.

GOMES, A. Controle do carrapato do boi: um problema para quem cria ragas europeias.
Divulgacdo CNPGC EMBRAPA, Campo Grande, MS, Agosto, 1998, n. 31. Disponivel em
http://www.cnpgc.embrapa.br/publicacoes/divulga/GCD31.html.

GOMES, A. Aspectos da cadeia produtiva do couro bovino no Brasil e em Mato Grosso do
Sul. Divulgacdo CNPGC EMBRAPA, Campo Grande, MS, Novembro, 2001(Documento
127). Disponivel em http://www.cnpgc.embrapa.br/publicacoes/doc/doc127/08aspectos.html

GONZALES, J. C. O controle do carrapato do boi. 2. ed. Porto Alegre: Edicdo do Autor,
1995. 235 p.



32

GOTHE, R.; KUNZE, K.; HOOGSTRAAL, H. The mechanisms of pathogenicity in the tick
paralysis. Journal of Medical Entomology, Lanhan, v. 16, p. 357-369, 1979.

GOUGH, J. M.; KEMP, D. H. Localization of a low abundance membrane protein (Bm86) on
the gut cells of the cattle tick Boophilus microplus by immunogold labeling. Journal of
Parasitology, Lawrence, v. 79, p. 900-907, 1993.

GRISI, L. et al. Impacto das principais ectoparasitoses em bovinos no Brasil. A Hora
Veterindria, Porto Alegre, v. 125, p. 8-10, 2002.

GUARAGNA, G. P.; CARVALHO, J. B. P.; GAMBINI, L. B.; BARBOSA, M. I. A. Efeito
dos fatores genéticos e ambientes na infestagdo natural de carrapatos (R. (B.) microplus,
Canestrini) em bovinos leiteiros. Boletim de Industria Animal, Sdo Paulo, v.49, n.2, p.73-
82, 1992.

HEWETSON,R.W. The inheritance of resistance by cattle to cattle tick. Australian
Veterinary Journal, v. 48, n. 5, p. 299-303, 1972.

HITCHCOCK, L. F. Studies on the parasitic stages of the cattle tick, Boophilus microplus
(Canestrini) (Acarina: Ixodidae). Australian Journal of Zoology, Victoria, v. 3, p. 145-155,
1955.

HOHENBLUM, H. et al. Effects of gene dosage, promoters, and substrates on unfolded
protein stress of recombinant Pichia pastoris. Biotechnology & Bioengineering, v. 85, n. 4,
p.367-75, Feb, 2004.

HORN, S. C. Provaveis prejuizos causados pelos carrapatos. Boletim de Defesa Sanitaria
Animal, Brasilia, 1983. 29 p.

JAHIC, M. Process techniques for production of recombinant proteins with Pichia
pastoris. Department of Biotechnology, Royal Institute of Technology. Ph.D. thesis,
Stockholm, 2003.

JARMEY, J. M,; RIDING, G. A.,; PEARSON, R. D.; MCKENNA, R. V.; WILLADSEN, P.
Carboxydipeptidase from Boophilus microplus: A “concealed” antigen with similarity to
angiotensin-converting enzyme. Insect Biochemistry and Molecular Biology, v. 25, n. 9, p.
969-974, 1995.

JOHNSTON, L. A. Y.; KEMP, D. H.; PEARSON, R. D. Immunization of cattle against
Boophilus microplus using extracts derived from adult female ticks: effects of induced
immunity on tick populations. International Journal for Parasitology, v. 16, n. 1, p. 27-34,
1986.

KAUFMAN, W. R. Tick-host interaction: a synthesis of current concepts. Parasitology
Today, Oxford, v. 5, p. 47-56, 1989.

KEMP, D. H.; STONE, B. F.; BINNINGTON, K. C. Tick attachment and feeding: Role of the
mouthparts, feeding apparatus, salivary gland secretions, and the host response. In: Obechain
& Galun. Physiology of ticks. Oxford: Pergamon Press Ltd; 119-167 1982.



33

KEMP, D.H. et al. Immunization of cattle against Boophilus microplus using extracts derived
from adult female ticks: feeding and survival of the parasite on vaccinated cattle.
International Journal for Parasitology, v. 16, n. 2, p. 115-120, 1986.

KEMP, D. H. et al. Vaccination against Boophilus microplus: localization of antigens on tick
gut cells and their interaction with the host immune system. Experimental and Applied
Acarology, v. 7, n. 1, p. 43-58, Jun, 1989.

KESSLER, R. H.; SHENK, M. A. M. Carrapato, tristeza parasitaria e tripanossomose dos
bovinos. Campo Grande: Embraoa-CNPGC, 1998, 157 p.

LANDIS, R. C.; ASIMAKOPOULOQOS, G.; POULLIS, M.; HASKARD, D. O.; TAYLOR, K.
M. The antithrombotic and antiinflammatory mechanisms of action of aprotinin. The Annals
of Thoracic Surgery, v. 72, p. 2169-2175, 2001.

LEE, R. P.; OPDEBEECK, J. P. Isolation of protective antigens from the gut of Boophilus
microplus using monoclonal antibodies. Immunology, v. 72, n. 1, p. 121-6, 1991.

LOGULLO, C. et al. Isolation of an aspartic proteinase precursor from the egg of a hard tick,
Boophilus microplus. Parasitology, v. 116, n. 6, p. 525-532, 1998.

LONDT, J. G. H.; ARTHUR, D. R. The structure and parasitic life cycle of Boophilus
microplus (Canestrini, 1888) in South Africa (Acarina: Ixodidae). Journal of the
Entomological Society of South Africa, Pretoria, v. 38, p. 321-340, 1975.

MANNUCCI, P.M. (1998) Hemostatic drugs. N. Engl. J. Med.,339, 245-253.

MARTINS, J. R. S. et al. A situation report on resistance to acaricides by the cattle tick
Boophilus microplus in the state of Rio Grande do Sul, Southern Brazil. Em: SEMINARIO
INTERNACIONAL DE PARASITOLOGIA ANIMAL, 3., 1995, Acapulco. Anais...
SAGAR, CANIFARMA, FAOQO, IICA, INIFAP, p. 1-8, 1995.

MASSARD, C. L.; DA FONSECA, A. H.; BITTENCOURT, V. R. E. P. Avaliagdo da
eficacia da vacina recombinante rBm86 - GAVAC contra o carrapato Boophilus microplus no
Brasil. Revista Brasileira de Medicina Veterinaria, v. 17, n. 4, p. 167-173, 1995.

MATTIOLI, R.C. et al. A comparison of field tick infestation on N'Dama, Zebu and N'Dama
X Zebu crossbred cattle. Veterinary Parasitology, v. 47, n. 1-2, p. 139-148, 1993.

NOLAN, J. et al. Synthetic pyrethroid resistance in field samples in the cattle tick (Boophilus
microplus). Australian Veterinary Journal, Victoria, v. 66, p. 179-182, 1989.

NOLAN, J. Acaricide resistance in the cattle tick, Boophilus microplus. Report of Workshop
Leader - FAO/UN Consultant. Porto Alegre, RS, Brazil, p. 21-25, November, 1994. 23 p.

NUNES, J. L.; MUNOZ COBENAS, M. E.; MOLTEDO, H. L. Boophilus microplus, la
garrapata comun del ganado vacuno. Buenos Aires: Hemisfério Sur, 1982. 19 p.



34

ODONGQO, D. et al. Vaccination of cattle with TickGARD induces cross-reactive antibodies
binding to conserved linear peptides of Bm86 homologues in Boophilus decoloratus.
Vaccine, v. 25, n. 7, p. 1287-96, 2007.

OLIVEIRA, F. P.; SPADA J. C. P., SILVA, T. S. D.; FERREIRA, L. C.; LUQUETTI, B. C,;
Soutello, R. V. G. Resisténcia do carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus aos
diferentes grupos de acaricidas utilizados na regido Noroeste do estado de Sao Paulo. Revista
Ciéncias Agrérias e da Saude, Andradina, v.9, p. 54-60, 2013.

PARIZI, L. F.; POHL, P. C.; MASUDA, A.; SILVA VAZ JUNIOR, I. New approaches
toward anti-Rhipicephalus (Boophilus) microplus tick vaccine. Revista Brasileira de
Parasitologia Veterinaria, v. 18, n. 1, p. 1-7, 2009.

PARIZI, L. F. et al. Cross immunity with Haemaphysalis longicornis glutathione S-
transferase reduces an experimental Rhipicephalus (Boophilus) microplus infestation.
Experimental Parasitology, v. 127, n. 1, p. 113-8, 2011.

PATARROYO, J. H. Babesiose bovina: controle de vetores com vacinas a base de peptideos
sintéticos. Revista de patologia tropical, v. 23, n. 2, p. 145-146, 1994.

PATARROYO, J. H. et al. Immunization of cattle with synthetic peptides derived from the
Boophilus microplus gut protein (Bm86). Veterinary immunology and immunopathology,
v. 88, n. 3-4, p. 163-72, 25 set. 2002.

RAND, K. N. et al. Cloning and expression of a protective antigen from the cattle tick
Boophilus microplus. Proceedings of the National. Academy of Science U. S. A., v. 86, n. 24,
p. 9657-9661, 1989.

RIBEIRO, J. M. C. Role of saliva in tick host interactions. Experimental and Applied
Acarology, v. 7, p. 15-20, 1989.

RICHARDSON, M. A.; SMITH, D. R.; KEMP, D. H.; TELLAM, R. L. Native and
baculovirus-expressed forms of the immuno-protective protein BM86 from Boophilus
microplus are anchored to the cell membrane by a glycosyl-phosphatidyl inositol linkage.
Insect molecular biology, v. 1, n. 3 p. 139-47, 1993.

RIEK, R. F. The cattle tick and fever. Australian Veterinary Journal, Victoria, v. 41, p.
211-215, 1965.

ROBERTS, J. A. Acquisition by the host of resistance to the cattle tick, Boophilus microplus
(Canestrini). Journal of Parasitology, Lawrence, v. 54, p. 657-662, 1968.

ROBERTS, J. A.; KERR, J. D. Boophilus microplus: passive transfer of resistance in cattle.
Journal of Parasitology, v.62, n.3, p.485-488, 1976

RODRIGUES, D. S.; BISPOS, R. P.; MULLER, W.; BARROS, A. B.; LEITE, R. C. Custo
operacional efetivo de quatro técnicas de banho carrapaticida por aspersdo. International
Symposium on Tick Control and Tick-borne Diseases. Embrapa (Documentos 202), p. 25-
25, 2013. ISSN 1983-974X.



35

RODRIGUEZ, M. et al. High level expression of the B. microplus Bm86 antigen in the yeast
Pichia pastoris forming highly immunogenic particles for cattle. Journal of Biotechnology,
Amsterdam, v. 33, p. 135-146, 1994,

RODRIGUEZ, M. et al. Effect of vaccination with recombinant Bm86 antigen preparation on
natural infestations of Boophilus microplus in grazing dairy and beef pure and cross-bred
cattle in Brazil. Vaccine, v. 13, p. 1804-1808, 1995a.

RODRIGUEZ, M. et al. Control of Boophilus microplus populations in grazing cattle
vaccinated with a recombinant Bm86 antigen preparation. Veterinary Parasitolpgy, v.57,
n.4, p.339-349, 1995b.

ROGGENKAMP, R. et al. Biosynthesis and regulation of the peroxisomal methanol oxidase
from the methylotrophic yeast Hansenula polymorpha. Molecular Genetics and Genomics,
v. 194, n. 3, p. 489-493, 1984.

SALES-JUNIOR, P. A. et al. Use of biodegradable PLGA microspheres as a slow release
delivery system for the Boophilus microplus synthetic vaccine SBm7462. Veterinary
immunology and immunopathology, v. 107, n. 3-4, p. 281-90, 15 set. 2005.

SASAKI, S. D.; AZZOLINI, S. S.; HIRATA, I. Y.; ANDREOTTI, R.; TANAKA, A. S.
Boophilus microplus tick larvae, a rich source of Kunitz type serine proteinase inhibitors.
Biochimie, v. 86, n. 9-10, p. 643-649, 2004.

SASAKI, S. D.; COTRIN, S. S.; CARMONA, A. K.; TANAKA, A. S. An unexpected
inhibitory activity of Kunitz-type serine proteinase inhibitor derived from Boophilus
microplus trypsin inhibitor on cathepsin L. Biochemical and biophysical research
communications, v. 341, n. 1, p. 266-72, 2006.

SEIXAS, A. et al. A Boophilus microplus vitellin-degrading cysteine endopeptidase.
Parasitology, v. 126, n. 2, p. 155-163, 2003.

SEIXAS, A.; LEAL, A. T. NASCIMENTO-SILVA, M. C. L., MASUDA, A;
TERMIGNONI, C.; DA SILVA VAZ, |. Vaccine potential of a tick vitellin-degrading
enzyme (VTDCE). Veterinary immunology and immunopathology, v. 124, n. 3-4, p. 332—
340, 2008.

SEIXAS, A. et al. Rhipicephalus (Boophilus) microplus embryo proteins as target for tick
vaccine. Veterinary immunology and immunopathology, v. 148, n. 1-2, p. 149-56, 15 jul.
2012.

SONENSHIME, D. E. Biologia of ticks. New York: Oxford University Press, 1993. 316 p.

SORGINE, M. H. et al. A heme-binding aspartic proteinase from the eggs of the hard tick
Boophilus microplus. The Journal of Biological Chemistry, v. 275, n. 37, p. 28.659-28.665,
2000.

SOSSAL, S. et al Polymorphism of the bm86 gene in South American strains of the cattle tick
Boophilus microplus. Experimental and Applied Acarology, v. 37, n. 3-4, p. 199-214,
2005.



36

SREEKRISHNA, K., et al. Strategies for optimal synthesis and secretion of heterologous
proteins in the methylotrophic yeast Pichia pastoris. Gene, v. 190, n. 1, p.55-62, Apr, 1997.

SUTHERST, R. W.; JONES, R. J.; SCHNITZERLING, H. J. Tropical legumes of the genus
Stylosanthes immobilize and kill cattle ticks. Nature, London, v. 295, p. 320-321, 1982.

TANAKA, A. S.; ANDREOTTI, R.; GOMES, A.; TORQUATO, R. J.; SAMPAIO, M. U.;
SAMPAIOQ, C. A. A double headed serine proteinase inhibitor--human plasma kallikrein and
elastase inhibitor--from Boophilus microplus larvae. Immunopharmacology, v. 45, n. 1-3, p.
171-177, 1999.

TATCHELL, R. J.; CARNELL, R.; KEMP, D. H. Electrical studies on the feeding of the
cattle tick, Boophilus microplus. Zeitschrift fuer Parasitenkunde, Jena, v. 38, p. 32-44,
1972.

TELLAM, R. et al. Vaccination against ticks. Animal Parasite Control Utilizing
Biotechnology, n. 12, p. 303-331, 1997.

TEODORO, R. L.; MARTINEZ, M. L.; SILVA, M. V. G. B.; MACHADO, M. A,
VERNEQUE, R. D. S. 2004. Resisténcia bovina ao carrapato Boophilus microplus:
experiéncia brasileira. Anais do V Simpoésio da Sociedade Brasileira de Melhoramento
Animal. Pirassununga, SP. CD ROM.

TSCHOPP, J. F. et al. High-level secretion of glycosylated invertase in the methylotrophic
yeast Pichia pastoris. Biotechnology, v. 5, p. 1305-1308, 1987.

TORO-ORTIZ, R. D.; VAZ JUNIOR, I. S.; GONZALES, J. C.; MASUDA, A. Monoclonal
antibodies against Boophilus microplus and their effects on tick reproductive efficiency.
Veterinary Parasitology, v. 69, n. 3-4, p. 297-306, 1997.

VAN DE LOCHT, A.; STUBBS, M. T.; BODE, W.; FRIEDRICH, T.; BOLLSCHWEILER,
C.; HOFFKEN, W.; HUBER, R. The ornithodorin-thrombin crystal structure, a key to the
TAP enigma? EMBO Journal, v. 15, p. 6011- 6017, 1996.

VAZ JUNIOR, I. da S. Caracterizacdo de proteinas de Boophilus microplus como
imundgeno em vacina contra o carrapato. 1997. 95 f. Tese (Doutorado em Ciéncias
Veterinarias) - Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto
Alegre.

VERISSIMO, C. J. Resisténcia e Suscetibilidade de Bovinos Leiteiros Mesticos ao
Carrapato Boophilus microplus, MSc. Tese, Universidade Estadual Paulista, 1991.

VERISSIMO, C.; BECHARA, G.;: MUKAI, L. Mast cell counts correlate with Rhipicephalus
(Boophilus) microplus tick load in different cattle breeds. Brazilian Journal of Veterinary
Parasitology, v. 1, n. 2, p. 81-87, 2008.

VERMEULEN, N. M. J.; VILJOEN, G. J.; BEZUIDENHOUT, J. D.; VISSER, L.; NEITZ,
A.W. H. Kinetic properties of toxic protease inhibitors isolated from tick eggs. International
Journal of Biochemistry, v. 20, p. 621- 631, 1988.



37

WAGLAND, B. M. Host resistence to cattle tick (Boophilus microplus) in Brahman (Bos
indicus) cattle. Ill. Growth on previously unexposed animal. Australian Journal of
Agricultural Research, Victoria, v. 29, p. 401-409, 1978

WIKEL, S. K. Host immunity to ticks. Annual Review of Entomology, v. 41, p. 1-22, 1996.

WILLADSEN, P. et al. Immunologic control of a parasitic arthropod. Identification of a
protective antigen from Boophilus microplus. Journal of Immunology, Baltimore, v. 143, p.
1346-1351, 19809.

WILLADSEN, P. et al. Commercialisation of a recombinant vaccine against Boophilus
microplus. Parasitology, v. 110, p. 43-50, 1995.

WILLADSEN, P. Novel vaccines for ectoparasites. Veterinary Parasitology, Amsterdam, v.
71, p. 209-222, 1997.

WILLADSEN, P. Perspectives for subunit vaccines for the control of ticks. Parassitologia, v.
32n. 1, p. 195-200, 1990.

WILLADSEN, P.; JONGEJAN, F. Immunology of the tick-host interaction and the control of
ticks and tick-borne diseases. Parasitology Today, v. 15, n. 7, Jul, p. 258-62, 1999.

WILLADSEN, P.; KEMP ,D. H. Vaccination with "concealed" antigens for tick control.
Parasitology Today, v. 4, n. 7, p. 196-198, 1988.

WILLADSEN, P.; MCKENNA, R. V. Trypsin-chymotrypsin inhibitors from the tick,
Boophilus microplus. Australian Journal of Experimental Biology & Medical Science, v.
61, p. 231-238, 1983.

WILLADSEN, P.; MCKENNA, R. V.; RIDING, G. A. Isolation from the cattle tick,
Boophilus microplus, of antigenic material capable of eliciting a protective immunological
response in the bovine host. International Journal of Parasitoligy, v. 18, n. 2, p. 183-189,
1988.

WILLADSEN, P.; RINDING G. A. Characterization of a Proteolytic-Enzyme Inhibitor with
Allergenic Activity. Multiple functions of a parasite-derived protein. The Biochemical
journal, v. 177, p. 41-47, 1979.

WILLADSEN, P.; RINDING G. A. On the biological role of a proteolytic-enzyme inhibitor
from the ectoparasitic tick Boophilus microplus. The Biochemical journal, v. 189, n. 2, p.
295-303, 1980.

WILLADSEN, P.; SMITH, D.; COBON, G.; MCKENNA, R. V. Comparative vaccination of
cattle against Boophilus microplus with recombinant antigen Bm86 alone or in combination
with recombinant Bm91. Parasite Immunology, v. 18, n. 5, p. 241-246, 1996.



38

ARTIGO 1

[CUNHA, R. C. et al. Bovine immunoprotection against Rhipicephalus (Boophilus) microplus with
recombinant Bm86-Campo Grande antigen. Revista Brasileira de Parasitologia Veterinaria, v. 21,
n. 3, p. 254-262, 2012]

IMUNOPROTECAO DE BOVINOS CONTRA Rhipicephalus (Boophilus) microplus
COM ANTIGENO RECOMBINANTE BM86-CAMPO GRANDE

Rodrigo Casquero Cunha®; Adalberto Angel Pérez de Ledn?; Fabio Pereira Leivas Leite®;
Luciano da Silva Pinto®; Alceu Gongalves dos Santos Jinior*; Renato Andreotti*

1 — Laboratério de Sanidade Animal, EMBRAPA Gado de Corte, Campo Grande, MS, Brasil
2 — USDA-ARS Kanipling-Bushland U.S. Livestock Insects Research Laboratory, Kerrville, TX, USA

3 — Programa de Pos-graduacao em Biotecnologia, Instituto de Biologia, Universidade Federal de
Pelotas — UFPel, Pelotas, RS, Brasil

4 — Programa de Pos-graduacéo em Veterinaria, Faculdade de Medicina Veterinaria, Universidade
Federal de Pelotas — UFPel, Pelotas, RS, Brasil

Resumo

O carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus é, sem davidas, o ectoparasita
economicamente mais importante para o gado a nivel mundial. A utilizacdo inadequada de
acaricidas tem impulsionado a evolucdo da resisténcia em populacdes de R. (B.) microplus.
Vacinas contra 0 carrapato representam uma tecnologia que pode ser combinada com
acaricidas em programas de controle integrado para diminuir o impacto de R. (B.) microplus.
A forma recombinante da Bm86 da cepa Campo Grande (rBm86-CG) de R. (B.) microplus foi
produzida utilizando o sistema de expressdo em Pichia pastoris para testar sua capacidade de
imunoprotecdo ao gado contra a infestacdo de carrapatos. A secrecdo de rBm86-CG em P.
pastoris pelo bioprocesso simplificou a purificagdo do antigeno. A resposta imune humoral
especifica foi detectada por ELISA em soros de bovinos vacinados. Resultados de imunoblot
revelaram que anticorpos policlonais de bovinos vacinados reconheceram uma proteina em
extratos de larvas com um peso molecular correspondente a Bm86. O antigeno rBm86-CG
mostrou eficicia de 31% contra a amostra CG de R. (B.) microplus utilizada para infestar os
bovinos vacinados. Pelos resultados obtidos, concluimos que a rBm86-CG é um antigeno que
pode ser usado em uma vacina polivalente, como parte de um programa integrado para o
controle de R. (B.) microplus no estado do Mato Grosso do Sul, Brasil.

Palavras-chave: Carrapato, Rhipicephalus (Boophilus) microplus, vacina, Bm86
recombinante, Pichia pastoris.
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Introducéo

Rhipicephalus (Boophilus) microplus, vulgarmente conhecido como carrapato do boi,
é sem dlvida o ectoparasita economicamente mais importante para a pecuaria nas regifes
tropicais e subtropicais do mundo. Os pecuaristas tém facilmente a sua disposicdo acaricidas
quimicos para o controle de R. (B.) microplus no gado. A utilizacdo de acaricidas quimicos
tem sido dificultado pelo seu uso inadequado, o que tem contribuido para a evolugdo da
resisténcia aos acaricidas nas populagdes de R. (B.) microplus (FURLONG, 2004). As vacinas
fornecem uma ferramenta alternativa para o controle do carrapato (WILLADSEN;
JONGEJAN, 1999). Programas integrados de controle de carrapatos que incluam vacinagéao
poderiam reduzir o uso de acaricidas quimicos, diminuindo o custo de producdo animal,
minimizando os impactos de contaminagdo ambiental e diminuindo o risco de residuos
quimicos em produtos de origem animal (DE LA FUENTE et al, 1998; GARCIA-GARCIA et
al, 2000; REDONDO et al, 1999).

TickGard™™"® (Intervet Australia Pty. Ltd., 91-105 Harpin Street, Bendigo East,
Victoria) e Gavac™ (Heber Biotec S.A., Havana, Cuba) séo duas vacinas baseadas em Bm86
que foram desenvolvidos na década de 1990 na Australia e Cuba, respectivamente (DE LA
FUENTE et al., 2007). Bm86 é uma glicoproteina isolada de R. (B.) microplus, que esta
localizada predominantemente na membrana das células do intestino dos carrapatos
(GOUGH; KEMP, 1993). O gene da Bm86 de R. (B.) microplus é expresso em ovos alguns
dias apds a oviposicao, em larvas ndo alimentadas ou alimentadas com sangue, em ninfas e
em machos e fémeas adultas (NIJHOF et al. De 2009). Além disso, foi demonstrado que
Bm86 € expressa nos ovarios de fémeas adultas parcialmente ingurgitadas. Experimentos de
silenciamento do seu gene revelaram que Bm86 desempenha um papel durante o periodo de
alimentacdo e digestdo do sangue em fémeas de R. (B.) microplus alimentadas em bovinos
com infec¢do aguda por Babesia bovis (BASTOS et al., 2010). H& uma correlagédo direta entre
a producdo de anticorpo policlonal anti-Bm86 e a protecdo contra infestacdo de R. (B.)
microplus em bovinos imunizados. Os anticorpos anti-Bm86 aparentemente ligam-se a
superficie de celulas epiteliais no intestino do carrapato e interferem na endocitose, causando
a lise celular e reduzindo a eficiéncia reprodutiva em fémeas ingurgitadas (RIDING et al.,
1994; WILLADSEN, 1997). O papel da Bm86 na endocitose foi questionado por Nijhof et al.

(2009), porque o seu nivel de expressao ndo aumentou durante a succao de sangue.
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Um estudo realizado em Mato Grosso do Sul, Brasil, com TickGard™ " e Gavac™
utilizando uma cepa de R. (B.) microplus isolada em Campo Grande rendeu 46,4% e 49,2% de
eficacia, respectivamente (ANDREOTTI, 2006). Estes resultados variaram daqueles
previamente relatados para ambas as vacinas anti-R. (B.) microplus em outras partes do
mundo. O nivel de eficacia relatada para vacinas contendo uma forma recombinante da Bm86
varia de acordo com, entre outros fatores, o sistema de expressao utilizado para a producdo de
vacinas, caracteristicas da populacdo de carrapatos alvo e fatores do hospedeiro (DE LA
FUENTE et al., 1999; PATARROYO et al., 2002; RAND et al., 1989; RODRIGUEZ et al.,
1995; SITTE et al., 2002; ANDREOTTI et al., 2008; PARIZI et al., 2009). Postulou-se que as
variacdes na sequéncia do locus génico da Bm86 estdo associadas a baixa suscetibilidade de
determinadas populacdes de R. (B.) microplus quando infestando bovinos imunizados com as
vacinas comerciais baseadas em Bm86 (GARCIA-GARCIA et al. 1999; GARCIA- GARCIA
et al. 2000).

O grau para o qual as varia¢fes de sequéncia se correlacionam com o grau de eficacia
das vacinas baseadas em Bm86 continua a ser totalmente desconhecido. Com base na analise
de polimorfismo do gene Bm86 em isolados Sul-Americanas de R. (B.) microplus, Sossai et
al. (2005) sugeriram que o isolamento geografico ndo € o unico fator determinante da variacdo
gendmica. Foi sugerido que uma diferenca maior do que 3% na sequéncia de aminoéacidos
entre 0 antigeno recombinante e a proteina nativa Bm86 da populacdo de carrapatos alvo
resulta em vacinacdo ineficiente (GARCIA- GARCIA et al. 1999). A semelhanca entre as
sequéncias da proteina Bm86 da estirpe de Campo Grande e o antigeno recombinante
utilizado nas vacinas comerciais foi de 96,5% (ANDREQOTTI et al., 2008). Assim, a utilizacdo
da proteina Bm86 recombinante de Campo Grande (rBm86-CG) como antigeno para a
imunizacdo de bovinos poderia resultar em uma maior eficacia da vacina contra R. (B.)

microplus isolado de Mato Grosso do Sul.

Dos 205 milhdes de cabecas de gado no rebanho nacional relatados em 2009, 13,9%
era do Mato Grosso do Sul (IBGE, 2011). A evolucao da resisténcia aos acaricidas quimicos
disponiveis no mercado é um desafio constante para os produtores deste estado e € um dos
principais focos de pesquisa e desenvolvimento, na tentativa de criar novas estratégias para o
controle de R. (B.) microplus, objetivando uma pecuéria de forma sustentavel (ANDREOTTI
et al. 2011). Neste trabalho, a rBm86-CG foi produzida utilizando o sistema de expressdo

baseado em Pichia pastoris para testar a hipdtese de que esta proteina, por ser oriunda de uma
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cepa local, aumentaria a protecdo contra a infestacdo de R. (B.) microplus em bovinos
imunizados em Mato Grosso do Sul. Portanto, séo apresentados os resultados de um ensaio de

imunizacdo com o antigeno recombinante Bm86-CG.

Material e métodos

1. Carrapatos

R. (B.) microplus utilizados neste estudo foram obtidos a partir de uma colonia de
laboratério mantida na Embrapa Gado de Corte. Estes carrapatos foram coletados
originalmente de bovinos infestados em Campo Grande - MS, Brasil. Bovinos foram
infestados com larvas deste carrapato e, apds o ingurgitamento, teleéginas foram colhidas,
incubadas em camaras de umidade a 28 °C e 95% de umidade relativa, para oviposi¢do. As

larvas foram utilizadas para infestacdo 18 dias apos a eclosao.
2. Clonagem

O fragmento de DNA de 1.825 pb que corresponde a toda Bm86-CG (nUmero de
acesso do GenBank: EU352677.1) (ANDREOTTI et al., 2008) foi amplificado por PCR
utilizando os iniciadores EcCoRI-BmCG-F1 (CGGAATTCTCATCCATTTGCTC) e BmCG-
Kpnl-R2 (TGGAAAGTCAAGTGCGGTACCCC), em termociclador Mastercycler Personal
(Eppendorf, Alemanha) utilizando Platinum® Tag DNA polimerase de alta fidelidade, e
clonado no vetor pPICZaA (Invitrogen). A insercdo foi confirmada submetendo o plasmideo
a PCR com os iniciadores 5’A0X1 e 3'AOX1 que flanqueiam o local de multipla clonagem
neste plasmideo. O plasmideo resultante foi denominado pPICZaA-BmCG.
Pichia pastoris foi transformada por eletroporacdo (MicroPulser, Bio-Rad, EUA) de acordo
com as instrugdes do fabricante. Resumidamente, uma aliquota de 80 pL da estirpe X33 de P.
pastoris eletrocompetentes foi transformada utilizando 10 ug de pPICZaA-BmCG linearizado
com Sacl, aplicando um pulso de 20 kV durante 5 ms. As células recombinantes foram
selecionadas em placas de YPDS contendo Zeocin™ (1% de extrato de levedura, 2% de
peptona, 2% de dextrose, 1 M de sorbitol, 2% de agar, 100 ug / mL de zeocina).
O DNA dos clones foi extraido utilizando o método de ruptura por esferas de vidro. Um mL
de sedimento da cultura foi ressuspendido com 150 mL de STES (2,42% de Tris base, 2,92%
de cloreto de sédio, 0,1% de SDS, 0,372% de EDTA, pH 7,6) em microtubo de 1,5 mL.
Cinquenta microlitros de pérolas de vidro (425-600 mm) e 150 pL de

fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (12:12:1 v/v) foram adicionados a mistura, que foi agitada
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em vortex durante 1 min. e centrifugada a 13.000 x g durante 5 min. O sobrenadante foi
precipitado com acetato de potéssio, o sedimento recuperado e lavado com etanol 70%. O
DNA foi seco ao ar e ressuspendido em agua ultrapura esterilizada. O DNA foi quantificado
utilizando um Espectrofotémetro NanoDrop 2000c (Thermo Scientific, EUA), e armazenado
a-20 °C.

3. Producéo de anticorpos policlonais e colheita de amostras de soro murino

Soros policlonais contra Gavac™, TickGard™"S, extrato de larvas de R. (B.)
microplus e rBm86-CG foram produzidos utilizando camundongos BALB/c. Para se obter o
extrato de larva, 8 g de larvas foram congeladas a -20 ° C, macerados utilizando almofariz e
pistilo em 150 mM de Tris-HCI, pH 7,4, adicionado a um volume final de 8 ml. O extrato
fluido foi sonicada com dois pulsos de 10 s a 60% de amplitude e outros 4 pulsos de 10 s a
20%. O contetdo final foi filtrado em filtro de seringa (0,22 um) e armazenado a -20 °C. O
extrato de larva foi quantificado e 3 mg de proteina total diluido em 15 mL de 150 mM Tris-
HCI, pH 7,4, e emulsionado em 15 mL de adjuvante completo de Freund, o que proporcionou
30 mL de emulséo de extrato das larvas para a imunizagéo. A vacina rBm86-CG foi preparada
com 500 pg de proteina rBm86-CG ressuspenso em 5 mL de 150 mM de Tris-HCI, pH 7,4, e
emulsionado com 5 mL de adjuvante completo de Freund. Vinte e quatro camundongos
BALB/c fémeas foram divididos em quatro grupos de 6 animais. Cada grupo recebeu uma das
guatro vacinas, a uma concentracdo de 50 pg mL™ (GavacTM, TickGardPLUS ou rBm86-
CG), ou 1,000 pg mL™ (extrato de larvas), para cada dose de 100 pL inoculada. Trés doses
intramusculares foram aplicadas em intervalos de 21 dias. As amostras de soro foram colhidas

21 dias ap6s os camundongos receberem a Gltima imunizacao.
4. Dot blotting para triagem de P. pastoris transformantes

Cada clone foi inoculado em 5 mL de meio BMGY (1% de extrato de levedura, 2% de
peptona, fosfato de potassio 100 mM, pH 6,0, 1,34% de YNB, 4 x 10°% de biotina, 1% de
glicerol) e incubado em agitador orbital a 220 rpm, 30 °C, juntamente com 0s controles
negativos. Apos 24 h de incubag&o, as culturas foram centrifugadas a 1.500 x g durante 5 min,
o0 sobrenadante foi desprezado e as células ressuspendidas em 5 mL de BMMY (1% de extrato
de levedura, 2% de peptona, fosfato de potassio 100 mM, pH 6,0, 1,34% de YNB, 4 x 10°%
de biotina, 0,5% de metanol). As culturas foram incubadas em agitador por mais 4 dias. Cada

cultura foi suplementada com 0,5% de metanol (v/v) a cada 24 h. As culturas foram
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centrifugadas e os sobrenadantes colhidos em microtubos de 2 mL, tratados com PMSF 1 mM

e armazenadas a -20 °C.

Uma membrana de PVDF foi lavada 10 s em metanol e, em seguida, 5 min em agua
ultrapura esterilizada. Uma aliquota de 5 pL de sobrenadante de cada clone selecionado foi
aplicada @ membrana de PVDF pré-tratada e seca. Aliquotas de 5 mL de Gavac™ e
TickGard™"® foram utilizadas como controles positivos. A membrana foi bloqueada
utilizando tampéo fosfato salina (PBS) contendo 5% de leite desnatado seco, com agitacao
durante 1 h a 30 °C e, subsequentemente, lavadas duas vezes (5 minutos de cada vez) com
PBS-T (PBS mais 0,1% de Tween 80, pH 7,4). Cada membrana foi entdo incubada com 0s
anticorpos policlonais dos camundongos vacinados com Gavac™ ou TickGard™"®, diluidos
1:150 em PBS, em agitacdo durante 1 h a 30 °C. As membranas foram submetidas a trés
lavagens adicionais com PBS-T, seguidas por incubacdo com anticorpo secundario de coelho
anti-lgG de camundongo conjugado com peroxidase (Sigma-Aldrich, EUA), diluido 1:1.000
em PBS-T. O processo foi completado por trés lavagens adicionais com PBS-T e a incubagéo
das membranas em 5 mL de solucdo de revelacdo (0,5% de diaminobenzidina, 0,075% de
ureia) até se observar a coloracdo, a qual foi seguida por lavagem em &gua ultrapura

esterilizada. As membranas processadas foram fotodocumentadas.

5. Triagem de fenétipo Mut em P. pastoris transformadas

Fenotipicamente, os clones recombinantes podem ser Mut® ou Mut®. O fenétipo Mut®

(lenta utilizacdo de metanol) resulta da perda parcial da atividade de oxidacdo de alcool
causada por uma mutacdo no gene AOX1 (alcool oxidase 1). Apesar desta mutacdo, o gene
AOX2 ainda é funcional. O resultado € o crescimento lento em metanol em comparagcdo com
as taxas de crescimento observadas nas estirpes Mut®. Ambos fen6tipos podem ser produzidos
pela estirpe X33. Para a andlise genotipica, 0 DNA extraido de cada clone e 0 DNA de GS115
(Mut") e GS115/albumin (Mut®) foram submetidos a PCR utilizando dois pares de iniciadores
(3'AOX1 com 5'AOX1 e 3'AOX1 com a-Factor), seguido de caracterizacdo molecular de
acordo com as condigdes estabelecidas pelo fabricante. Os produtos de PCR a partir de DNA
gendmico de cada clone (Mut" e Mut®) foram sequenciados com os iniciadores para o
promotor Paoxi. Estas sequéncias e a sequéncia da Bm86-CG foram comparados utilizando

software ClustalW, para alinhamento de sequéncias.
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6. Producédo de rBm86-CG

Para expressar rBm86-CG, uma coldnia isolada de cada clone Mut® e Mut® foi
inoculada num frasco erlenmeyer de 500 mL contendo 25 mL de meio BMGY, e incubada
durante a noite em agitador orbital a 220 rpm, 30 °C, até atingir ODgy nm = 4
(aproximadamente 16-18 h). As culturas foram posteriormente centrifugadas a 1.500 x ¢
durante 5 min. a temperatura ambiente e os sobrenadantes descartados. Os sedimentos do
clone Mut™ e da X33 negativa foram ressuspendidos em aproximadamente 200 mL de meio
BMMY, a uma ODgy nm = 1,0. Cada cultura foi suplementada com 1% de metanol (v/v) a
cada 24 h, por um periodo total de 96 horas de indugdo. Os sedimentos do clone Mut® e da
GS115/Albumin foram ressuspendidos em 250 mL de meio BMGY e incubados durante a
noite. Estas culturas foram novamente centrifugadas, ressuspendidas em 200 mL de meio
BMMY e incubadas. A inducgéo foi mantida pela suplementacdo com 0,5% de metanol a cada
24 horas, durante 96 h. Apos este periodo de inducéo, as culturas foram centrifugadas a 3.300
X g a 4 °C, durante 5 min, e os sobrenadantes separados, tratados com PMSF 1 mM e

congelados a -20 °C.
7. Purificagéo e quantificagédo de rBm86-CG

Os sobrenadantes do material expresso pelos clones Mut™ e Mut® foram quantificados
pelo método de curva padrdo de albumina sorologica bovina (BSA) em SDS-PAGE.
Aliquotas de 50 pL de uma solugdo de BSA (0,5 pg mL™) foram utilizadas como padrdes de
quantificagdo em um gel de poliacrilamida a 7,5%. As bandas formadas no gel foram
quantificadas por meio de inspecdo visual e pela utilizacdo do software 2.0 TotalLab
(Amersham / Biosciences, Reino Unido), o qual também serviu para estimar a massa

molecular aparente das bandas.

Vinte e cinco mL de sobrenadante do clone Mut™ foram incubados a 4 °C, durante 1 h,
com metanol 1:1 (v / v) e as proteinas foram precipitadas por centrifugacdo a 5,000 x g
durante 30 min a 4 °C. Os precipitados de proteinas foram eluidos por adi¢do de tampé&o de
ligacdo desnaturante (ureia 8 M, NasPO, 20 mM, pH 7,8, NaCl 500 mM). Esta solucédo foi
carregada em coluna de cromatografia de afinidade de fons Ni2* (Ni-NTA, Qiagen, Hilden,
Alemanha), previamente equilibrada com tampédo de ligagdo desnaturante. A coluna foi
primeiramente lavada com tampéo de ligacdo desnaturante seguido de cinco lavagens com

tampdo de lavagem desnaturante (pH 6,0). A proteina rBm86-CG foi eluida em tampéo de
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eluicdo desnaturante (pH 4,0). O processo de purificacdo foi monitorado em SDS-PAGE 10%.
As fracOes eluidas de elevadas purezas foram reunidas e dialisadas contra PBS.

8. Eletroforese e Western blotting de rBm86-CG

Cinquenta pL de sobrenadante de cada um dos dois clones selecionados foram
misturados com 10 pL de tampdo de SDS-PAGE em separado. Estas amostras foram
incubadas durante 6 min a 95 °C, deixadas esfriar e aplicadas (20 pL) em gel de
poliacrilamida 7,5%. A eletroforese foi executada por 1,5 h a 30 mA em um sistema de
eletroforese 2D. Uma eletroforese foi executada com 10 pL de sobrenadante Mut® por pogo
para a realizacdo do Western blotting. As proteinas foram transferidas para membrana de
PVDF pré-tratada com metanol durante 10 s e agua ultrapura esterilizada durante 5 min. A
transferéncia foi realizada com um sistema imerso em tampao de transferéncia (0,3% de base
Tris, 1.44% glicina, 15% metanol, pH 8,4) a 100 mA durante 2 h. A membrana foi lavada
com PBS, deixada secar em estufa a 25 °C durante 1 h, corada com solugdo de Ponceau S
(0,5% de Ponceau S, 1% de acido acético glacial) e cortada em tiras. Estas tiras foram
blogueadas com PBS contendo 5% de leite em pé desnatado em agitacdo a 30 °C, durante 1 h,
lavadas duas vezes com PBS-T, durante 5 min., e incubadas com anticorpo primario diluidos
1:150 em PBS a 30 °C, durante 1 h. Uma tira foi incubada com cada soro: anti-Gavac, anti-
TickGard, anti-extrato de larva e anti-rBm86-CG. Cada tira foi lavada duas vezes durante 5
minutos com PBS-T e incubada com anticorpo secundario de coelho anti-lIgG de camundongo
conjugado com peroxidase diluido 1:1000 em PBS-T a 30 °C, durante 1 h. Seguiu-se trés
lavagens adicionais, enxague em agua ultrapura e incubacdo em solugdo de revelacdo (5 mL
de agua Milli-Q, 5 mg de diaminobenzidina, 0,75 mg de NH,) até que bandas bem definidas

aparecessem sobre a membrana de PVDF.
9. Imunoprotecdo em bovinos

A proteina rBm86-CG expressa por P. pastoris foi emulsificada com Montanide ISA
61 VG (Seppic, Paris) para produzir doses de 2 mL com 100 pg de antigeno. Um ensaio
controlado foi realizado para avaliar a capacidade imunogénica e protetora do antigeno
rBm86-CG. Bovinos de um ano de idade da raca Holandés foram ambientados antes da
experimentacao e receberam cuidados veterinarios adequados durante o estudo. Os bovinos
foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos de seis animais cada. Um grupo foi

imunizado com o antigeno rBm86-CG, seguindo o protocolo descrito abaixo. Os outros seis
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animais serviram de grupo controle e foram tratados conforme o protocolo, exceto que
receberam injecdes de 2 mL de adjuvante sem antigeno. Seguiu-se o protocolo de Andreotti et
al. (2006), com pequenas modificacdes, de modo que cada animal foi injetado por via
intramuscular nas semanas 0, 2 e 4. Amostras de soro de cada animal foram colhidas
semanalmente antes e ap0s a imunizacdo. Vinte e um dias apds a Ultima dose, os animais
foram desafiados com 15.000 larvas de R. (B.) microplus, isolado de Campo Grande,
liberadas ao longo do dorso do animal em trés aplicagOes, durante uma semana. A coleta de
carrapatos foi realizada diariamente, logo que as fémeas ingurgitadas comecaram a se
desprender espontaneamente dos animais controle. Os carrapatos foram levados para o
laboratdrio, pesados e incubados a 29 °C em 85% de umidade relativa até a postura dos ovos
ser completada. As massas de ovos foram pesadas e incubadas para determinar a taxa de

eclosdo, ou seja, a fertilidade.
10. Coleta e anélise do soro dos bovinos

Amostras de sangue foram obtidas a partir dos animais antes da imunizagéo e, apos,
semanalmente. O soro obtido a partir das amostras de sangue foi congelado para posterior
analise por ELISA. As amostras de soro foram agrupadas por grupo de tratamento e data de
coleta antes do teste. Placas de microtitulacdo foram revestidas com uma solucéo de 1 mg mL"
! de rBm86-CG em tampdo carbonato 20 mM (pH 9,6) durante a noite a 4 °C. As placas
foram bloqueadas com 2% de albumina sorolégica bovina em PBST (200 pL por pogo) e
depois lavadas cinco vezes com PBST. As placas foram incubadas com soro bovino diluido a
1:100 em PBST (100 pL por pogo) durante 45 min a 37 °C e lavadas novamente trés vezes.
Em seguida, 50 pL de anticorpo secundario de coelho anti-lgG de bovino conjugado com
peroxidase (Sigma, St. Louis, MO) diluido 1:20.000 em PBS foram adicionados e a placa foi
incubada durante 30 min a temperatura ambiente, seguido por mais trés lavagens com PBST.
Ao final, foram adicionados 50 pL do substrato cromdgeno o-fenilenodiamina (1,0 mM) e a
reacao foi interrompida ap6s 15 min com 100 puL de NaOH (0,2 M). Um leitor de microplacas
foi utilizado para fazer a leitura da placa a 490 nm.

11. Andlise estatistica e de eficacia

Os efeitos de vacinagdo sobre a biologia do carrapato e sua porcentagem de eficacia
foram determinados como descrito por Garcia-Garcia et al. (1999) e Andreotti (2006).

Resumidamente, foram calculadas as taxas de reducdo associadas a imunizacdo com Bm86-
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CG em relagdo ao grupo néo vacinado de fémeas adultas (% DT), de capacidade de postura
(% OD) e de fertilidade (% DF). A eficacia da vacina foi calculada como 100 x [1 - (CRT x
CRO x CRF)], onde CRT, CRO e CRF sao, respectivamente, a reducdo do numero de fémeas
adultas, a reducdo na capacidade de postura e a reducdo na fertilidade. O teste ndo
paramétrico de Mann-Whitney foi utilizado para comparar os dados bioldgicos e avaliar a
eficdcia da vacina. Os niveis médios de anticorpos foram determinados para cada grupo e
comparados utilizando ANOVA, como descrito anteriormente (ANDREOTT], 2006).

Resultados

1. Producdo e caracterizacdo de rBm86-CG expressa em P. pastoris

Um plasmideo recombinante foi construido com a inser¢do da sequéncia do gene da
proteina Bm86-CG no local de mdltipla clonagem do plasmideo pPICZaA, entre os locais de
restricdo EcoRl e Kpnl (figura 1). A sequéncia da insercdo foi confirmada por
sequenciamento e alinhamento com o gene Bm86-CG (numero de acesso do GenBank:
EU352677.1) com 100% de identidade. Esta sequéncia foi clonada considerando o cassete de
expressdo controlada pelo promotor do gene AOX1. O local de multipla clonagem foi
mantido antes da sequéncia do gene Bm86-CG, o que permite uma futura clonagem de outras

sequéncias de interesse.
2. Expressao da proteina rBm86-CG em P. pastoris

Os clones Mut” e Mut® foram selecionados e induzidos para a expressdo. O rendimento
total da proteina no sobrenadante, incluindo rBm86-CG expressa pelos clones Mut™ e Mut®,
foi de 870 mg L™. A analise do sobrenadante da expresséo da proteina em SDS-PAGE 7,5%
revelou uma banda de aproximadamente 80 kDa. O peso molecular esperado para a proteina
rBm86-CG expressa neste sistema era de 79,1 kDa, correspondendo a banda de SDS-PAGE
observada (figura 2).

3. Recuperacdo e purificacdo da proteina rBm86-CG

Na analise da eletroforese dos sobrenadantes das culturas, os niveis recuperados de
rBm86-CG foram de 62,5 e 32 mg L™ para Mut* e Mut®, respectivamente. A purificacdo em
coluna de niquel seguida por SDS-PAGE revelou uma proteina com um peso molecular de

aproximadamente 80 kDa (figura 3).
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4. Caracterizacdo da proteina rBm86-CG

Camundongos foram utilizados para avaliar a reagdo imunoldgica cruzada entre
rBm86-GC e as formas recombinantes comerciais e nativa da proteina. A analise por Western
blotting da proteina rBm86-CG realizada com amostras de soros de camundongos imunizados
com Gavac™, TickGard"""S, extrato das larvas de R. (B.) microplus e rBmCG revelou
afinidade para uma proteina de aproximadamente 80 kDa. Estes resultados indicaram que a
proteina rBmMCG contém epitopos com o potencial para proteger os animais contra infestacéo

por R. (B.) microplus.
5. Soroconversao dos bovinos vacinados com rBm86-CG

Ao contréario dos animais controle, os bovinos vacinados desenvolveram uma resposta
de anticorpos significativa contra rBm86-CG (figura 4) (p <0,05). Os niveis de anticorpos
atingiram um pico 21 dias apo6s a terceira imunizagdo. A resposta imune humoral de bovinos
para 0 antigeno rBm86-CG mostrou uma correlacdo negativa em relagdo ao numero de
teledginas. Uma diminuigdo no nivel de anticorpos contra rBm86-CG nos animais vacinados
foi observada uma semana apdés a infestacdo, equivalente ao observado na semana anterior a
que os carrapatos foram colocados nos mesmos animais (figura 4). A cinética da resposta de
anticorpo entre bovinos vacinados com rBm86-CG foi semelhante a dos animais imunizados
com Gavac™ (RODRIGUEZ et al., 1994) e TickGard™"° (WILLADSEN et al., 1989).

6. Imunoprotecéo

A coleta diaria das teledginas foi encerrada 15 dias ap6s o inicio do desprendimento.
As dinamicas de desprendimento e de producdo de ovos mostraram que um pico significativo
no numero de teledginas e no peso de massa de ovos ocorreu no quarto dia (p <0,05, dados
ndo apresentados). A imunizagdo de bovinos com rBm86-CG reduziu o numero de fémeas
adultas sobre eles em 28%. N&o foi observada diminuicdo na capacidade de postura. A
fertilidade foi reduzida em 8% (tabela 1). A vacinacdo do gado com o antigeno rBm86-CG

proporcionou 31% de eficicia contra a infestacdo por R. (B.) microplus.

Discusséo

A forma recombinante de Bm86-GC de R. (B.) microplus foi produzida utilizando o
sistema de expressao baseado em P. pastoris para testar a sua capacidade imunoprotetora em
bovinos contra a infestacdo de carrapatos. A secre¢do de rBm86-CG por P. pastoris e 0
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bioprocesso relatado aqui simplificaram a purificacdo do antigeno. Este processo aumenta a
recuperacdo e pureza dos antigenos Bm86 recombinantes expressos no sistema de levedura
para a producédo da vacina (CANALES et al., 2008). A resposta imune humoral especifica em
bovinos vacinados, detectada por ELISA, confirma a imunogenicidade de rBm86-CG. Os
resultados dos dot blotting revelaram que os anticorpos dos bovinos vacinados reconheceram
uma proteina no extrato de larvas com um peso molecular correspondente a Bm86, que

indicou semelhanga conformacional entre rBm86-CG e a forma nativa da proteina.

A imunoprotecdo dos bovinos vacinados com a formulacdo experimental de rBm86-
CG resultou em um nivel de eficicia de 18% menor do que o observado anteriormente com a
vacina baseada em Bm86, Gavac™, contra a cepa de R. (B.) microplus de Campo Grande
(ANDREOTTI, 2006). Andlises de bioinformatica por Andreotti et al. (2008) revelaram que a
semelhanca da sequéncia de aminoacidos entre os antigenos Bm86-CG e Bm86, presente na
Gavac™, foi de 96,3%. A eficacia de 31% alcancada com rBm86-CG foi consideravelmente
maior do que a eficdcia da Bm86 contra uma cepa de R. (B.) microplus da Argentina
(GARCIA-GARCIA et al., 2000). A relagdo entre eficicia da vacina e variabilidade de
sequéncias foi questionada porque ha outros fatores além da sequéncia de aminoacidos
priméaria do antigeno que influenciam a eficacia de uma vacina (WILLADSEN, 2008). O
clone de DNA utilizado para produzir rBm86-CG compreende uma sequéncia que codifica
para 608 dos 650 aminoacidos de todo open reading frame da Bm86. Dez dos aminoacidos
que faltam estdo localizados na extremidade N-terminal e o restante na C-terminal da
sequéncia da proteina. Os aminoacidos que faltam ndo parecem conter caracteristicas
estruturais previstas de elevado potencial imunogénico (ANDREOTTI et al., 2008). Aspectos
relacionados com a formulagdo da vacina ou polimorfismos do fator hospedeiro podem ter
causado a eficacia menor do que o esperado, obtida em bovinos imunizados com o antigeno
rBm86-CG.

E possivel que na formulagio da vacina experimental tenha faltado algum componente
que poderia ter aumentado a imunogenicidade de rBm86-CG. Avancos em vacinologia
permitiram o refinamento de adjuvantes e outros componentes de formulagdes de antigenos.
Mudancas na cadeia de producédo de alimentos fizeram necesséria a substituicdo de Montanide
888 (de fonte animal) por Montanide 888 VG (de fonte vegetal) na Gavac™ (SEGURA et al.,

PLUS

2009). Duas vacinagdes iniciais com Gavac provocaram uma elevada resposta de

anticorpos anti-Bm86 em bovinos naive, provocando efeitos semelhantes em R. (B.)
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microplus, como os observados com a administragdo de trés doses (VARGAS et al., 2010). A
imunogenicidade do antigeno rBm86-CG poderia ser refor¢ada pelo uso de outros adjuvantes.
Tem sido mostrado que alguns componentes da parede celular bacteriana tém potencial
altamente imunogénico. Monofosforil-lipido A, um derivado de lipopolissacarideos, foi
aprovado para utilizacdo em combinacdo com hidroxido de aluminio numa vacina de

papilomavirus humano comercial (MCKEE et al., 2010).

A variagdo da resposta imune entre os animais pode prejudicar o desenvolvimento de
vacinas recombinantes e peptidicas. Foi demonstrado que polimorfismos do complexo
principal de histocompatibilidade (MHC) podem afetar a magnitude da resposta imune do
hospedeiro a vacinagdo (FELLAY et al., 2011). A delecdo de um Unico aminoacido no sitio
de reconhecimento do antigeno por uma molécula de MHC de classe Il afetou a resposta a
vacina TickGard (SITTE et al., 2002). A observacdo por Andreotti et al. (2008), que sugere
que as porc¢des estruturais da rBm86-CG podem se ligar a moléculas MHC classe |, deve
ainda ser testada experimentalmente. Uma andlise imunogenética dos bovinos deve ser levada
em consideracdo durante os esforcos de pesquisa para desenvolver a proxima geracdo de
vacinas comerciais anti-R. (B.) microplus, buscando-se um perfil de eficacia que é consistente

dentro das ragas.

A eficécia obtida com vacinas baseadas em Bm86 contra R. (B.) microplus pode variar
de 10 a 89% (WILLADSEN, 2008). Devido a sua elevada eficacia contra R. (B.) annulatus, a
utilizacdo de vacinas baseadas em Bm86 esta a ser explorada para fins de erradicacdo
(MILLER et al. 2011). Avancos cientificos e tecnoldgicos oferecem a oportunidade de
desenvolver novas vacinas contra carrapatos. Tecnologias existentes, baseadas no paradigma
Bm86 fornecem a base para desenvolver uma vacina multi-antigeno com um perfil melhorado
e produzindo um alto nivel de eficacia contra R. (B.) microplus e R. (B.) annulatus. O impacto
positivo das vacinas contra carrapatos para os bovinos ja foi documentado (DE LA FUENTE
et al., 2007). Uma segunda geracdo de vacinas anti-R. (B.) microplus deve atender a critérios
rigorosos visando oportunidades de investimento em pesquisa e desenvolvimento requeridos
pelas empresas internacionais de salde animal com a expectativa de comercializar a
tecnologia a nivel mundial (MEAT & LIVESTOCK AUSTRALIA LIMITED, 2008). rBm86-
CG e um antigeno que pode ser utilizado em uma vacina polivalente, como parte de um

programa integrado para o controle de R. (B.) microplus no Mato Grosso do Sul.
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Figura 1. Mapa do plasmideo pPICZaA-BmCG utilizado para transformar P. pastoris. O mapa foi
criado no software Vector NTI 8; AOX1 promoter: promotor fortemente induzida por metanol; Sacl: enzima
utilizada para linearizar o plasmideo antes da transformagdo em P. pastoris; alpha-factor: sequéncia
correspondente do peptideo secretor de rBm86-CG; EcoRl: sitio de restri¢do utilizado para a clonagem na regido
5 Bm86-CG: gene parcial da Bm86-GC inserido no plasmideo; Kpnl: sitio de restricdo utilizado para a
clonagem na regido 3'; AOX1 transcription terminator: sequéncia que determina o fim da transcricdo; Zeo(R):
gene de resisténcia & zeocina™, permitindo a selecdo de P. pastoris transformantes; pUC origin: origem de
replicacdo de E. coli.
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Figura 2. Expressao de rBm86-CG por P. pastoris. SDS-PAGE 7,5% da fragdo obtida pelo processo de
cromatografia em coluna de niquel do sobrenadante da cultura dos clones Mut * e Mut®. M: Marcador
BenchMark ™ Loadder Protein que varia em peso molecular de 10-220 kDa. Mut" e Mut®: 10 pg por poco de

rBm86-CG expressa pelos clones Mut™ e Mut®,
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Figura 3. Western blotting da proteina rBm86-CG expressa pelo clone Mut®. 1: soro anti-Gavac™; 2:
soro anti-TickGard™"S; 3: soro anti-extrato de larvas; 4: soro anti-rBm86-CG; 5: extrato de larva como antigeno
reconhecido pelo soro de bovino imunizado com rBm86-CG; 6: controle negativo; M: Marcador de proteina

BenchMark™ para eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida que varia de peso molecular de 10-220 kDa.
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Figura 4. Perfil de resposta de anticorpos de bovinos vacinados com o antigeno rBm86-CG. Os animais
controle foram injetados somente com adjuvante Montanide ISA 61 VG. Os titulos de anticorpos de bovinos
imunizados estdo representados pelo valor da DOygg nm. As amostras de soro foram diluidas 1:100 e agrupadas
por dia de teste. As setas indicam os dias das vacinagGes. O icone carrapato indica o dia 51 ap0s a primeira

vacinagdo, que é quando os bovinos foram infestados.



Tabela 1. Efeitos sobre fémeas e sua descendéncia e eficicia da vacinagdo com o
antigeno rBm86-CG contra a infestacdo de bovinos com R. (B.) microplus isolado CG.

% Reduc&o® (vacinados/controles)
Antigeno DT DO DF Eficacia (%)°

rBmCG 28 5 8 31
(3,305/4,594) (0.138/0.145) (88.66/96.63)

®A porcentagem de reducio foi calculada em relagdo ao grupo controle ndo vacinado: DT,
fémeas adultas; DO, capacidade de oviposicdo; DF, fertilidade.

® Eficacia (%) = 100 [I - (CRT x CRO x CRF)]; onde CRT: redugdo do niimero de fémeas
adultas; CRO: reducdo da capacidade de postura; CRF: reducédo da fertilidade.
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Resumo

O carrapato do boi, Rhipicephalus (Boophilus) microplus, é considerado globalmente como o
ectoparasita de bovinos mais importante economicamente. Seu controle € conseguido
primariamente através do uso de acaricidas. Esta abordagem é prejudicada pelo
desenvolvimento de populagdes de carrapatos resistentes aos acaricidas comerciais. A
vacinacdo contra a infestacdo de R. (B.) microplus € uma tecnologia que pode ser integrada
para o efetivo controle do carrapato em bovinos. As proteinas que pertencem a familia de
ITPB tipo Kunitz sdo abundantes em glandulas salivares, intestino médio e ovarios deste
carrapato. Estes drgdos sdo alvos atrativos para o desenvolvimento de uma nova vacina contra
o carrapato do boi. Analisou-se, pela primeira vez, a eficacia contra a infestacdo de carrapatos
em bovinos utilizando uma vacina contendo uma proteina recombinante de R. (B.) microplus,
a qual é membro da familia Kunitz, produzida num sistema de expressdo baseado em
levedura. A levedura Pichia pastoris foi modificada por engenharia genética para produzir a
versdo recombinante de um inibidor de tripsina, que € expresso em larvas de R. (B.) microplus
(rRmLTI). A imunizagdo com rRmLTI ofereceu 32% de eficécia contra R. (B.) microplus. O
peso molecular estimado de rRmLTI foi de 46 kDa. A homologia estrutural com a forma
nativa do inibidor de tripsina de larvas foi documentada pelo reconhecimento da rRmLTI em
Western blotting utilizando anticorpos policlonais de camundongos imunizados com extrato
de larvas de carrapato ou com rRmLTI. Analises de bioinformatica das sequéncias parciais de
nucleotideos e de seus aminoacidos deduzidos indicaram que a rRmLTI assemelha-se a
BMTI-6, que é uma proteina com trés dominios Kunitz, presente em ovario e tecido adiposo
de carrapatos.

Palavras-chave: R. (B.) microplus, carrapato, bovino, vacinacao, inibidor de tripsina,
proteinas recombinantes
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1. Introdugéo

O ectoparasitismo do gado pelo carrapato do boi, Rhipicephalus (Boophilus)
microplus, inflige perdas econdmicas para a industria pecuaria. A produtividade da pecuaria
bovina é prejudicada pelos efeitos diretos do ectoparasitismo e indiretamente pelo papel que
R. (B.) microplus desempenha como vetor de agentes infecciosos que causam a Babesiose e
Anaplasmose bovinas [1,2]. O controle de R. (B.) microplus é feito principalmente através da
utilizacdo de acaricidas quimicos [3]. No entanto, os acaricidas quimicos ndo tém sido
utilizados corretamente e isto levou ao desenvolvimento de populagdes de R. (B.) microplus

resistentes aos acaricidas [4,5].

A vacinacédo de bovinos com moléculas de carrapatos formuladas como antigenos para
induzir uma resposta imune protetora é uma estratégia Util para o controle integrado dos
carrapatos dos bovinos [7,10,36]. Os beneficios da utilizacdo de vacinas anti-carrapatos como
parte de um programa de controlo integrado incluem a reducdo na utilizacdo de acaricidas,
prolongando a vida til destes por retardar o aparecimento de resisténcia, a reducdo na
incidéncia de doencas transmitidas por R. (B.) microplus e a diminuicdo dos custos de
producdo [6,8,9]. A Unica molécula de carrapato atualmente desenvolvida e comercializada
como um componente de uma vacina anti-carrapato € a proteina Bm86 de R. (B.) microplus.
A Bma86 é uma glicoproteina expressa em ovos alguns dias ap6s a oviposi¢do, em larvas em
jejum e alimentadas com sangue, em ninfas, em machos adultos e nos ovéarios de fémeas
adultas parcialmente ingurgitadas [11]. O gene da Bm86 parece ser reprimido nos ovarios de
carrapatos que se alimentam em bovinos infectados com B. bovis [12]. Vacinas anti-carrapato
com base na versdo recombinante da Bm86 (rBm86) foram registradas na Australia, sob o
nome comercial TickGARD®, e em Cuba, como Gavac®, na década de 1990 [13,36]. As
vacinas baseadas em rBm86 sdo altamente eficazes contra R. (B.) annulatus [38,39], no
entanto, o nivel de eficacia contra R. (B.) microplus varia, entre outras coisas, de acordo com
caracteristicas da populacdo de carrapatos alvo e fatores do hospedeiro [14,15]. Ensaios
realizados no estado de Mato Grosso do Sul, Brasil, revelaram que a eficacia de vacinas
baseadas em Bm86 contra R. (B.) microplus de Campo Grande variou de 31% a 49% [17,18].

A eficacia em torno de 99% contra R. (B.) annulatus, obtida com vacinas baseadas em
Bm86, é uma indicacdo do elevado nivel de imunoprotegdo anti-R. (B.) microplus que uma
nova molécula antigénica e imunogénica de carrapatos, ou as suas combinagdes, pode

estimular em bovinos vacinados. Tal nivel de eficacia oferece a oportunidade de incorporar a
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vacinacdo como uma ferramenta para a erradicacdo integrada do carrapato do boi [40,41]. A
busca de antigenos protetores que sejam altamente eficazes contra R. (B.) microplus continua.
Inibidores de proteases tém recebido aten¢do como um grupo de moléculas encontradas em
carrapatos com potencial para serem utilizados como imundgenos em uma vacina anti-
carrapato. Varios inibidores de tripsina, que estdo presentes nas fases de ovos, larvas e adultos
de R. (B.) microplus ja foram descritos [19-21]. Foi sugerido que inibidores de serina-
proteases de R. (B.) microplus podem estar envolvidos na fixa¢do das larvas no local da
picada e na alimentacdo de sangue [22]. Inibidores de tripsina de larvas de R. (B.) microplus
purificados em sua forma nativa induziram uma resposta imune protetora em bovinos
vacinados rendendo 72,8% de eficécia e reducdo de 69,7% no nuimero de fémeas adultas que
completaram a fase parasitaria do seu ciclo de vida [22]. No entanto, um peptideo desenhado
a partir de um dos inibidores de tripsina de larvas de R. (B.) microplus produziu apenas 18,4%

de imunoprotecdo contra a infestacdo de carrapatos em bovinos cruzados [23].

A utilizacéo de inibidores de tripsina recombinantes pode contornar o desafio de ter de
purificar inibidores de tripsina em quantidades suficientes para conduzir testes de vacinacao
contra o carrapato do boi [21,22]. Um expressed sequence tag (EST) foi anteriormente
identificado em larvas de R. (B.) microplus. Este EST corresponde a sequéncia amplificada a
partir de tecido de ovério e codifica para um fragmento de um inibidor de protease
denominado rBmTI-6 com dominios da familia de inibidores de tripsina pancreatica bovina
tipo Kunitz (ITPB-Kunitz) [21,24]. A proteina rBmTI-6 foi expressa em Pichia pastoris e
caracterizada como um ITPB-Kunitz de trés cabecas, mas a sua capacidade para proteger
bovinos imunizados contra carrapatos permaneceu a ser determinada [21]. Aqui, a sequéncia
parcial de nucleotideos deste inibidor de tripsina de larvas de R. (B.) microplus foi utilizada
para produzir um polipeptideo recombinante em um sistema de expressdo por levedura para
investigar as suas propriedades imunoprotetoras [24]. Os resultados do ensaio de imunizagdo
dos bovinos e de outros experimentos utilizando este inibidor de tripsina de larvas de R. (B.)

microplus recombinante (rRmLTI) também séo relatados.

2. Material e métodos
2.1. Carrapatos

Os carrapatos utilizados neste estudo foram obtidos de uma col6nia mantida no
laboratério da Embrapa Gado de Corte. Esta colonia foi estabelecida utilizando carrapatos

coletados de bovinos em fazendas ao redor de Campo Grande, Mato Grosso do Sul, Brasil. Os
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carrapatos foram mantidos em condigdes de laboratorio durante dois anos antes de serem
utilizados nas experiéncias relatadas aqui. Bovinos estabulados foram utilizados para manter o
ciclo do carrapato. Os estagios de vida do carrapato que exigiam incubacdo foram mantidos
em laboratdrio a 28 °C e 80% de humidade relativa. O isolado de carrapato do boi de Campo

Grande € suscetivel aos acaricidas disponiveis no mercado.
2.2.  Transformacdo de P. pastoris e analise das sequéncias

O EST que codifica para RmLTI (GenBank ID: CK186726 [21,24]) foi otimizado para
codons usuais de P. pastoris e sintetizado pela Epoch Biolabs, Inc. A otimizacdo de codons
foi feita utilizando software proprietario Epoch Biolabs, Inc., fixado em 15% de cut off para a
eficiéncia de cddons. O fragmento de DNA de RmLT]I sintético foi clonado no pPICZaA,
dando origem ao plasmideo pPICZaRmLTI. O plasmideo recombinante codifica uma cauda
de seis histidinas que ¢é adicionada a porcdo N-terminal da proteina produto. Procedimentos
previamente descritos foram seguidos para produzir rRmLTI no sistema de expressdo por P.

pastoris [25].

Comparagdes do alinhamento, similaridade e discordancia com base em técnicas de
bioinformaética foram conduzidos entre as sequéncias de aminoacidos preditas para: rRmLTI,
EST CK186726, BMTI-6 de cDNA de ovario (GenBank ID: P83606.2) e as sequéncias de
aminoécidos N-terminais das BMTI-A (GenBank ID: P83609), BMTI-D (GenBank ID:
P83607), BMTI-2 (GenBank ID: P83603) e BMTI-3 (GenBank ID: P83604). A ferramenta
ClustalW do BioEdit e o software Vector NTI® (Invitrogen) foram utilizados tal como
descrito anteriormente para a realizacdo das analises de bioinformatica [16]. A sequéncia de
aminoacidos da rRmLTI foi submetida as analises de funcdo e de superfamilia de proteinas
utilizando o software InterProScan, que identifica dominios de proteinas [42].

2.3.  Quantificagéo e purificagdo de rRmLTI e produc&o de anticorpos murinos

A concentracdo de proteina no sobrenadante de cultura de P. pastoris foi
quantificada como descrito anteriormente [25]. As proteinas foram precipitadas com metanol
e ressuspendidas em tampao de ligagdo desnaturante (Ureia 8 M , fosfato de sodio 20 mM, pH
7,8, NaCl 500 mM). A rRmLTI foi purificada por cromatografia de afinidade em coluna de
Ni2" (Ni-NTA; Qiagen, Hilden, Alemanha) com tamp&o de eluicdo desnaturante (ureia 8 M,

fosfato de sodio 20 mM, pH 4,0, NaCl 500 mM). O processo de purificacdo foi monitorado
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por SDS-PAGE 7,5%. As fracdes eluidas de elevadas purezas foram reunidas e dialisadas
contra PBS, pH 7,4.

A utilizacdo e os cuidados com os animais foram realizados na EMBRAPA Gado de
Corte de acordo com as diretrizes institucionais. Soros policlonais contra extrato de larvas de
R. (B.) microplus ou rRmLTI foram produzidos utilizando camundongos BALB/c como
descrito anteriormente [25]. A vacina foi preparada com 500 pg de rRmLTI ressuspendidos
em 4 mL de Tris-HCI 150 mM, pH 7,4, e emulsificados com 6 mL de Montanide ISA 61 VG
(Seppic, Paris). Doze fémeas BALB/c foram utilizadas, as quais foram separadas em dois
grupos de seis animais. Um grupo recebeu a formulacdo rRmLT]I e o outro o extrato de larvas
preparado. Cada camundongo dentro do respectivo grupo foi imunizado com 50 pg mL™
dose™ de rRmLTI ou 100 pg mL™ dose™ de extrato de larvas. Foram aplicadas trés doses

subcutaneas com intervalos de 21 dias. Os soros foram colhidos 21 dias apds a ultima dose.
2.4.  Eletroforese e Western blotting da rRmLTI

A eletroforese do material foi realizada em gel de poliacrilamida 10% com 10 pL de
sobrenadante de cultura por poco contendo 0,55 ug L™ de proteina. O Western blotting foi

realizada como descrito anteriormente [25].
2.5.  Ensaio de vacinacdo de bovinos, analise do soro e avaliacédo da eficacia

O antigeno rRmLTI expresso em P. pastoris foi emulsificado com adjuvante
Montanide ISA 61 VG (Seppic, Paris) e foram preparadas doses de 2 ml contendo 100 pg da
proteina recombinante. Bovinos de um ano de idade da raca Holandés foram distribuidos
aleatoriamente em dois grupos de seis animais cada. Um grupo foi imunizado com o antigeno
rRmLTI purificado e formulado como descrito acima. O segundo grupo (controle negativo)
foi injetado com adjuvante/salina apenas. Amostras de soro foram colhidas e processadas.
Todos os procedimentos que envolveram os carrapatos foram realizados de acordo com
métodos descritos anteriormente [17]. Os soros obtidos de cada um dos seis animais, antes da
primeira vacinagéo e apods, periodicamente, dos grupos vacinado e controle foram reunidos e

armazenados em ultra-freezer até a realizagdo do ELISA.

Para a realizacdo do ELISA, placas de microtitulacdo foram revestidas com uma
solugdo de 1 pug mL™ de rRmLTI em tampéo de carbonato de sédio 20 mM (pH 9,6), 50 pL

por poco, e incubadas durante a noite a 4 °C. Foram testadas duplicatas das amostras de soros
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agrupadas por grupo e data de coleta. Os procedimentos subsequentes foram realizados como
descrito anteriormente [25].

A avaliacdo dos efeitos do tratamento sobre a biologia do carrapato e a eficacia da
vacina foram seguidos de acordo com descricdo previa [17,26]. As teledginas que se
desprendiam dos bovinos de cada grupo foram recolhidas diariamente durante 13 dias e
incubadas em laboratorio para obtencdo dos ovos. As massas de ovos obtidos em cada dia de
coleta de vérios carrapatos em cada grupo foram incubadas para determinar as taxas de

eclosdo.

2.6. Alimentacdo ex vivo de carrapatos com IgG anti-rRmLTI e avaliacdo da taxa

de eclosdo

As amostras de soro de bovinos imunizados com rRmLTI foram colhidas
imediatamente antes da infestacdo por carrapatos e submetidas a cromatografia em proteina A
sepharose para purificar 19G. A IgG eluida da coluna teve um rendimento de 5 mg mL™.
Quatro grupos, cada um constituido por dez fémeas adultas de carrapatos, foram utilizados
para o tratamento. Cada carrapato, do respectivo grupo, foi alimentado com a mistura de
anticorpos contendo 0, 25, 50 ou 100 pg de IgG purificada em 20 pL através da colocacao de
um tubo capilar no seu hipostdmio. O efeito sobre a eclosdo dos ovos foi avaliada como

descrito anteriormente [17].
2.7.  Estatistica

Os dados dos parametros reprodutivos foram analisados por teste-t. As diferencas
entre as médias foram analisadas por analise de variancia (ANOVA). As diferencas foram

consideradas significativas quando p <0,05.

3. Resultados

3.1.  Producéo de rRmLTI em sistema de expressdo baseado em P. pastoris

A identidade da insercdo de DNA no pPICZo RmLTI foi confirmada por
sequenciamento e alinhamento com a sequéncia de nucleotideos do EST da RmLTI. Um
clone Mut” foi selecionado e a analise da expressdo da proteina recombinante revelou uma
banda de aproximadamente 46 kDa. O peso molecular calculado para rRmLTI € de 37,9 kDa.
Resta ainda ser validado se a modificagdo pds-traducional atraveés de glicosilagdo,
potencialmente adicionando 8-9 manoses e duas moléculas de N-acetil-glucosamina, pode ter
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causado a discrepancia entre 0os pesos moleculares calculado e observado do produto da
expressdo por P. pastoris. Quantificagdes diretas de rRmLTI a partir de sobrenadantes de
culturas revelaram niveis de producdo de 550 mg L™. A analise do produto da purificacdo em
coluna de niquel mostrou uma proteina de 46 kDa e, ap6s a purificagcdo, o rendimento foi de
870 mg L™ . Western blotting da proteina rRmLTI foi realizada com soros de camundongos
(primério anti-extrato de larvas de R. (B.) microplus e anti-rRmLTI) e com anticorpo
monoclonal anti-Histidina, revelando uma proteina de aproximadamente 46 kDa (figura 1).

3.2.  Imunoprotecdo de bovinos contra a infestacéo de R. (B.) microplus

O perfil da resposta de anticorpos dos bovinos imunizados com a formulacao vacinal
contendo RmLTI é apresentado na figura 2. Os niveis de anticorpos contra rRmLTI tiveram
um pico cerca de 31 dias ap6s a segunda imunizacdo de reforco (3? dose). A infestacdo de
carrapatos estabeleceu-se cerca de dez dias antes do inicio do aparente declinio na resposta
humoral especifica. Um efeito transitério sobre o peso médio das teledginas que se
desprenderam dos bovinos vacinados ficou evidente até o nono dia do periodo de coleta
(figura 3). Com excecdo dos dias 2 e 4, o peso médio de teledginas recolhidas do grupo
vacinado foi significativamente inferior até o nono dia (figura 3, p<0,05). A equivaléncia de
peso médio de teledginas entre os grupos a partir do dia 9 do periodo de coleta foi associada
com a referida reducdo nos niveis de anticorpos anti- rRmLTI (figura 2). Uma tendéncia
semelhante foi observada na taxa de ecloséo de ovos de carrapatos que se desprenderam de

bovinos vacinados (figura 4).

A contagem acumulada de teledginas até o dia 13 apds o inicio do desprendimento foi
utilizada para calcular os efeitos da vacinacdo com rRmLT]I (tabela 1). Os bovinos vacinados
tiveram 30% menos carrapatos desprendendo-se deles quando comparados aos animais
injetados com apenas adjuvante/salina. Embora a capacidade de postura ndo tenha sido
afetada, houve um efeito significativo associado com a vacinagao no peso dos carrapatos e na
eclodibilidade larval (tabela 1, p <0,05). Em termos gerais, a vacina formulada com rRmLTI
ofereceu 32% de imunoprote¢édo aos bovinos contra a infestagcdo de carrapatos (tabela 1).

3.3.  Efeito de IgG anti-rRmLTI purificada na ecloséo dos ovos dos carrapatos

O efeito da resposta de anticorpos anti-rRmLTI na eclosdo dos ovos foi também
investigada ex vivo. Uma relacdo dose/resposta inversa foi observada entre a eclosao dos ovos

e a quantidade de IgG ingerida pela teledgina (figura 5). A viabilidade dos ovos postos por
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teledginas que ingeriram anticorpos IgG purificados de bovinos vacinados com rRmLTI foi
significativamente comprometida, chegando a uma diminuicdo de 75,6% na postura de

carrapatos alimentados com 100 pg de IgG (p <0,05).
3.4. ldentificacdo de RmLTI como um membro da familia de ITPB tipo Kunitz

Uma comparacdo das sequéncias de DNA a do EST CK186726 e do clone RmLTI
otimizado para utilizacdo em P. pastoris revelou 77% de identidade entre as duas sequéncias.
Dezanove bases desta sequéncia EST foram deletadas na sequéncia de DNA sintetizada para a

clonagem de RmLTI no sistema de expressao de levedura (dados ndo mostrados).

A figura 6 representa o alinhamento das sequéncias de aminoacidos previstas para
rRmLTI, EST CK186726 e BMTI-6 de cDNA de ovério com as sequéncias N-terminais
informadas para BMTI-A, BMTI-D, BMTI-2, e BMTI-3. As sequéncias de amino&cidos
deduzidas de rRmLTI, EST CK186726 e BMTI-6 sdo 99% idénticas. Foram adicionados,
durante os procedimentos de clonagem, sequéncias de &cidos nucléicos que codificam seis
aminoécidos adicionais (EAEAEF) na porcdo N-terminal e trinta e dois aminoacidos
adicionais (VPRAAAAASFLEQKLISEEDLNSAVDHHHHHH) na por¢do C-terminal da
rRmLTI. Isto devido a insercdo de um local de restricdo e a sequéncia que codifica para o

peptideo poli-His, respectivamente.

A semelhanca entre as sequéncias parciais de aminoacidos sugeriu que RmLTI em
larvas € um membro da familia de ITPB-Kunitz, assim como a BMTI-6 no ovario de fémeas
adultas de carrapatos. Uma analise melhor da suposta funcdo de RmLTI € apresentada na
figura 7. Relevantes caracteristicas proteicas identificadas na sequéncia de aminoacidos
deduzida para a sequéncia CK186726 incluem trés provaveis dominios de ITPB-Kunitz e dois
provaveis sitios de inibidores de proteinase 12 tipo Kunitz conservados. Como observado na
BMTI-6, seis locais de N-glicosilacdo estdo presentes na sequéncia parcial da proteina
RmLTI. Seis residuos de cisteina foram observados em cada um dos trés dominios Kunitz,
possivelmente para formarem ligacOes dissulfeto que déo estabilidade ao polipeptideo

compacto na sua forma estrutural.

4. Discussdo
A avaliacdo da eficécia contra a infestacdo de carrapatos nos bovinos utilizando uma
vacina formulada com uma proteina recombinante membro da familia de ITPB-Kunitz de R.

(B.) microplus produzida em sistema de expressdo baseado em P. pastoris, é relatada pela
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primeira vez aqui. Uma resposta imune humoral especifica e robusta contra rRmLTI foi
obtida com o protocolo de vacinagdo consistindo de trés imunizagdes, cada uma aplicada a
cada duas semanas. A eficacia de 32% obtida com a formulacdo rRmLTI reflete a dificuldade
do desafio de descobrir antigenos altamente eficazes em proteger os animais contra a
infestacdo por R. (B.) microplus. Uma experiéncia de vacinacdo de Bos indicus imunizados
com uma mistura de inibidores de tripsina purificados de larvas, com um ou dois dominios
tipo Kunitz, proporcionou 72,8% de eficacia contra a infestacdo de R. (B.) microplus [22]. Em
contraste, o nivel de imunoprotecdo obtido em bovinos cruzados vacinados com o
polipeptideo sintético de 29 residuos de aminoacidos, desenhado a partir da sequéncia N-
terminal do inibidor de tripsina A de R. (B.) microplus, foi de 18,4% [23]. Como 0 gene que
codifica a RmLTI ainda permanece por ser completamente caracterizado, a discrepancia
aparente entre o nivel de anticorpos especificos e o baixo nivel de eficacia obtidos com a
vacina rRmLT]I pode ser devida a utilizacdo da sequéncia parcial do gene (EST) para produzir
a proteina recombinante em sistema de expressdao de levedura. Alternativamente, as
redundancias estrutural e funcional das proteinas pertencentes a familia Kunitz presentes em
R. (B.) microplus também podem ser responsaveis pela eficacia relativamente baixa obtida

com a vacina rRmLTI.

Embora o reconhecimento de rRmLTI por anticorpos policlonais de camundongos
imunizados com extrato de larva de carrapatos indique que o polipeptideo recombinante
produzido em P. pastoris foi tdo antigénicos como a forma nativa do inibidor de tripsina de
larvas cognato, € possivel que estes anticorpos reconhecam epitopos partilhados pelos
diversos inibidores de tripsina descobertos em larvas de R. (B.) microplus. O anti-soro de
bovinos vacinados com inibidores de tripsina de R. (B.) microplus reconheceram a proteina
rBmTI-6 produzida em P. pastoris [21]. Similaridade antigénica aparentemente se estende
para além das fronteiras intraespecificas, porque o anti-soro contra a forma nativa dos
inibidores de tripsina de larvas de R. (B.) microplus reage de forma cruzada com os inibidores
de tripsina identificados em larvas de R. sanguineus [27]. A imunogenicidade da rRmLTI
reflete-se na cinética da resposta imune humoral bovina. O efeito significativo na taxa de
eclosdo de larvas de ovos postos por teledginas que parasitaram bovinos vacinados, que foi
amplificado pela alimentacdo com IgG anti-rRmLTI purificada, sugere que a potencializacdo
da resposta humoral, talvez utilizando outros adjuvantes, poderia aumentar a eficacia de uma

vacina polivalente formulada com inibidores do tipo Kunitz de R. (B.) microplus. Tem sido



66

demonstrado que a escolha do adjuvante pode influenciar nos niveis de anticorpos que estdo
correlacionados com o grau de inibicdo de maléria [28]. No entanto, ndo foi observada
nenhuma correlacéo direta entre anticorpos contra rRmLTI e média de eficacia neste estudo.
Por comparacdo, a grande quantidade de inibidores do tipo Kunitz presentes em R. (B.)
microplus foi considerada para explicar o aparentemente pequeno impacto que o
silenciamento do gene que codifica para boophilin, um inibidor de trombina duplo tipo
Kunitz, expressa no intestino, teve na producdo de ovos [29].

Considerando o suposto envolvimento de inibidores de tripsina de larvas e o papel de
outros inibidores tipo Kunitz na alimentacdo de sangue, a reducdo do namero de teledginas
que se desprenderam dos bovinos vacinados pode estar refletindo o impacto dos anticorpos
bovinos anti-rRmLTI na capacidade de R. (B.) microplus se alimentar de sangue [20,29]. No
entanto, os papéis fisiologicos das proteinas RmLTI e BmTI-6 continuam por ser
determinados nas fases de larva e adulto do carrapato do boi, respectivamente, apesar das
semelhangas em suas sequéncias parciais de nucleotideos e aminoacidos. Sem saber a funcéo
de RmLTI e BmTI-6, continua sendo possivel que a diminuicéo na taxa de eclosdo observada
em ovos postos por teledginas alimentadas com anticorpos IgG purificados a partir de bovinos
vacinados resultou dos efeitos da ligacdo dos anticorpos aos epitopos compartilhados por

rRmLTI e a forma nativa de BmTI-6 em ovérios de R. (B.) microplus.

A familia Kunitz é uma de pelo menos 20 familias que pertencem aos inibidores de
serina-protease [30]. Uma caracteristica das proteinas pertencentes a esta familia é o dominio
Kunitz que pode estar presente em cdpias Unicas ou multiplas. Pelo menos 303 proteinas do
tipo Kunitz foram identificadas em carrapatos, até agora, € algumas delas podem conter até
sete dominios Kunitz [31]. Os padrdes de cisteina foram utilizados para classificar proteinas
do tipo Kunitz em trés grupos para facilitar o estudo de sua evolugdo no vetor da doenca de
Lyme, Ixodes scapularis, e ampliar a analise para carrapatos em geral [31]. Embora tendo
envolvido primariamente para inibigdo de proteases, o dominio Kunitz evoluiu para executar
outras funcBes que requerem interacOes proteina-proteina [32]. Ovarios, gordura corporal,
hemdcitos e intestinos de carrapatos contém proteinas tipo Kunitz [21,29,33,34]. Estudos de
protebmica revelaram a presenca de proteinas do tipo Kunitz que séo reguladas positivamente
em tecido ovariano de R. (B.) microplus infectado com Babesia bovis [35]. Um banco de
dados do genoma disponivel publicamente chamado CattleTickBase oferece a oportunidade

de estudar a histdria evolutiva das proteinas tipo Kunitz em R. (B.) microplus [35]. E possivel
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que BmTI -6 e RmLTI codificadas por CK186726 sdo variantes de processamento do mesmo
gene ou paralogos da mesma proteina tipo Kunitz, como sugerido anteriormente para BmTI -

A e outras proteinas tipo Kunitz presentes em ovarios de carrapatos [34].

Pesquisas anteriores documentando 72,8% de eficacia contra a infestacdo de R. (B.)
microplus utilizando inibidores de tripsina purificados e o papel crucial que as proteinas tipo
Kunitz desempenham em vérios processos bioldgicos, incluindo inibicdo de proteinases,
garantiram a continuacdo de pesquisas em vacinologia com esta familia de proteinas. A
producdo de rRmLTI em P. pastoris facilita a sua utilizacdo para formulacdo de vacinas
polivalentes contra o carrapato do boi que incluam outras proteinas tipo Kunitz ou diferentes
antigenos de R. (B.) microplus. O nivel de imunoprotecdo alcancado pela vacinacdo com
rRmLTI foi baixo em comparacdo com outros novos antigenos descobertos recentemente
[37,43], com especial atencdo aos resultados de vacinagdo utilizando peptideos imunogénicos
que renderam eficécias entre 80 e 90% [44,45]. Glandulas salivares, intestino e ovarios sdo 0s
principais alvos para se interromper a biologia do carrapato dos bovinos utilizando vacinas e
as proteinas tipo Kunitz sdo abundantes nestes tecidos. A utilizacdo de epitopos de proteinas
tipo Kunitz em combinacéo com porcdes de outras moléculas imunogénicas de carrapato para
produzir uma vacina de dupla acdo poderia ser uma outra forma de explorar a redundancia de
inibidores tipo Kunitz de R. (B.) microplus para desenvolver uma vacina altamente eficaz

contra o carrapato do boi.
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Figura 1. Identificagdo do inibidor de tripsina presente em larvas de R. (B.) microplus expresso por P.
pastoris por eletroforese e immunoblotting. O sobrenadante da cultura de P. pastoris transformada com
pPICZaRmLTI foi processado para realizagdo de: (a) eletroforese (SDS-PAGE 10%), onde o gel foi carregado
com M (marcador de peso molecular [BenchMark™ Protein Ladder, Invitrogen]) e rRmLTI (sobrenadante da
expressao de rRmLTI por P. pastoris); (b) Western blotting da rRmLT]I detectado com: (1) anticorpo monoclonal
anti-His; (2) soro de camundongos vacinados com rRmLT]I; (3) soro de camundongos vacinados com extrato das
larvas; (4) e soro de camundongos ndo vacinados.
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Figura 2. Perfil de resposta imune humoral em bovinos vacinados com rRmLTI. As leituras de
absorvancia sdo do ELISA das amostras de soros semanais coletadas dos dois grupos de seis bovinos imunizados
com 0, 15 e 30 dias (setas) com rRmLTI (linha quadriculada) ou adjuvante/salina (linha triangular). O icone
carrapato indica o dia 51 apds a primeira vacinacdo, que é quando os bovinos foram infestados. Os titulos de
anticorpos de bovinos imunizados estdo representados como 0 valor da DOygg o da diluicdo 1:100 do soro. As
amostras individuais foram reunidas por grupo e dia de coleta para testes de ELISA
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Figura 3. Reducéo de peso de teledginas de R. (B.) microplus que se alimentaram de bovinos vacinados
com rRmLTI. Média do grupo + Desvio Padrdo. *Dia de coleta com asterisco indica que o peso medio entre as
teledginas que se alimentaram de bovinos vacinados ou de bovinos controles foram significativamente diferentes
(p <0,05).
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Figura 4. Porcentagem de eclosdo de ovos postos por teledginas alimentadas em bovinos controles ou

vacinados com rRmLTI. Consulte o texto para obter detalhes sobre o processamento do ovo.
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Figura 5. IgG anti-rRmLTI ingerida por teledginas inibe a eclosdo dos ovos de maneira dose-dependente.
*Quatro grupos de dez carrapatos receberam 0, 25, 50 e 100 ug de 1gG purificada. Cada teledgina foi alimentada
com a quantidade especificada de IgG num volume de 20 pL utilizando um tubo capilar. O grafico mostra a
média dos tratamentos * desvio padrdo. A porcentagem média de inibicdo de eclosdo foi significativamente

diferente entre os diferentes grupos de tratamentos (p < 0,01).
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Figura 6. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos preditas para rRmLTI, EST CK186726, BmTI-6

de cDNA de ovério e as sequéncias de aminoacidos N-terminais de BmTI-A, BmTI-D, BmTI-2 e BmTI-3.
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Figura 7. Um inibidor de tripsina em larvas de R. (B.) microplus é codificado pelo EST CK186726. A
sequéncia de aminoacidos deduzida a partir do DNA sintetizado para codificar RmLTI e otimizado para cédons
usuais de P. pastoris foi analisada para as caracteristicas de proteinas utilizando a ferramenta de bioinformética
InterProScan. Residuos de asparagina (N), preditos a serem N-glicosilados estdo marcados com asteriscos. A
linha pontilhada sublinha os c6dons Asn-Xaa-Ser/Thr. Residuos de cisteina (C) preditos a formarem pontes

dissulfetos estdo destacados em cinza. Os aminoacidos que abrangem os dominios ITPB-Kunitz estdo
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sublinhados. Dois locais preditos a serem inibidores de protease 12 tipo Kunitz conservados sdo duplamente
sublinhados.

Tabela 1. Eficécia da vacina formulada com um inibidor de tripsina de larvas de R. (B.) microplus
recombinante contra infestacdo deste carrapato e seus efeitos sobre os parametros reprodutivos das teledginas.

Animal NUmero total de carrapatos  Peso médio dos carrapatos (mg) Peso médio dos ovos (mg) Eclodibilidade (%)
Controle Vacinado Controle Vacinado Controle Vacinado Controle  Vacinado

1 1209 818 267 210 112 161 95 90

2 661 441 254 209 138 142 98 85

3 571 588 276 209 121 143 97 86

4 521 602 285 234 145 160 98 89

5 1089 671 304 209 160 154 96 91

6 543 89 275 190 149 125 96 87

Média + DP? 766 + 303 535 + 250 2717 £17 210+ 14 138 £18 148 + 014 97+1.2 88+24

Teste-t p=0,1810 p <0,0001 p =0,3040 p <0,0001

% de Redugao® DT= 30,15 DW= 24,66 DO = -7,27 DF= 8,97

Eficécia =100 [1 - (535/766 x 148/138 x 88/97] = 32 %

dMédia aritmética + desvio padrdo; estdo mostrados os valores p do teste-t para amostras independentes.

®As porcentagens de reducio foram calculadas em relagéo ao grupo controle: %DT, nimero de teledginas; %DW, peso das teledginas;
%DO, capacidade de postura; %DF, fertilidade dos ovos. Eficécia (%) = 100[l-(CRT x CRO x CRF)]; onde CRT: redug&o do nimero de
carrapatos adultos; CRO: reducéo da capacidade de postura, CRF: redugao da fertilidade.
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Resumo

Carrapatos de bovinos sdo responsaveis por grandes perdas econémicas para a pecuaria
bovina mundial e seu principal método de controle, o quimico, vem apresentando problemas,
seja pelo desenvolvimento de cepas de carrapatos resistentes ou pela contaminagdo ambiental.
Na tentativa de diminuir a utilizacdo dos acaricidas, surgem pesquisas direcionadas ao
desenvolvimento de vacinas contra carrapatos. Uma maneira de avaliar essas vacinas é pelo
calculo de porcentagem de eficacia. O objetivo deste trabalho foi analisar as publicacdes
cientificas indexadas no PubMed que utilizaram este método de avaliacdo e discutir 0s
principais fatores que podem interferir no seu célculo. Dessa maneira, selecionaram-se 25
artigos que tratavam desse assunto. A porcentagem de eficacia apareceu sendo calculada de
duas formas, uma considerando a reducdo da fertilidade dos ovos e a outra ndo. Essa ultima
pode subestimar a eficiéncia da vacina, e a formula de célculo da eficacia mais completa
representa 0 quanto da infestacdo a vacina realmente reduziu. Em nosso entendimento, a
utilizacdo da férmula completa para o célculo da porcentagem de eficacia € mais abrangente e
representativa do efeito da vacina na populacédo de carrapatos.

Palavras-chave: Eficiéncia, carrapato, vacina, bovino.
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Introducéo

Os carrapatos-do-boi sdo ectoparasitas responsaveis por grandes perdas econdmicas,
sobretudo em regides tropicais e subtropicais. O controle da infestacdo de carrapatos em
bovinos baseia-se principalmente na utilizacdo de acaricidas. Entretanto, o desenvolvimento
de carrapatos cada vez mais resistentes aos principios ativos existentes, assim como, a
preocupagdo com contaminagdo ambiental, sublinham a necessidade do desenvolvimento de

métodos alternativos de controle. Neste contexto, surgem as vacinas contra carrapato.

O célculo de porcentagem eficacia para vacinas contra carrapatos que afetam bovinos
é utilizado para representar a prote¢do de uma vacina contra uma cepa de determinada espécie
de carrapato. Os primeiros a testarem a eficicia de uma vacina contra carrapato bovino foram
Wong e Opdebeeck (1989). Para isso utilizaram apenas trés parametros de analise que foram
0 numero total de carrapatos, a porcentagem de carrapatos com alteracdes no seu aspecto
normal (danificados) e o peso total de ovos. Estes autores mensuraram, ainda, uma quarta
variavel que denominaram de porcentagem de imunoprotecdo. Esta Gltima era calculada a
partir do peso de ovos do grupo vacinado em relagdo ao peso de ovos do grupo controle. Oito
anos apos, Canales et al. (1997) calcularam pela primeira vez a eficicia propriamente dita,
considerando trés varidveis para o seu calculo: producédo total de carrapatos, capacidade de
oviposicdo e fertilidade. Em seguida, Fragoso et al. (1998) utilizaram estas medidas ao
testarem a vacina comercial Gavac™ (Heber Biotec S.A., P.O. Box 6162, Havana, Cuba),
desenvolvida para ser utilizada como ferramenta de controle do carrapato Rhipicephalus
(Boophilus) microplus, em cepas de carrapatos R. (B.) annulatus isoladas do México e Iran.

Desta maneira este calculo serviu como padréo para outras publicaces.

Mais tarde, Patarroyo et al. (2002) também utilizaram esta medida de protecéo, porém
com algumas modificacdes e, a partir de entdo, diversos autores tém utilizado esta medida
para quantificar a prote¢do de suas vacinas. Alguns autores acrescentam varidveis (DE LA
FUENTE et al., 2010) e outros subtraem (AZHAHIANAMBI et al., 2009a;
AZHAHIANAMBI et al., 2009b; JEYABAL et al., 2010; MERINO et al., 2011) de acordo

com suas condicdes laboratoriais e seu desenho experimental.

O objetivo deste artigo € analisar trabalhos publicados em revistas com arbitragem
cientificas por pares que calcularam a porcentagem de eficicia de vacinas contra carrapatos de

bovinos em teste de estabulo, comparando as diferentes abordagens metodoldgicas.
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Material e métodos
Revisdo bibliogréafica

A pesquisa na internet para consultar artigos de interesse foi realizada pelo provedor
da Embrapa Gado de Corte. O site de busca utilizado foi o PubMed
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/), sem a utilizacdo de filtros de pesquisas e utilizando-
se das palavras-chave combinadas entre si “Tick”, “Vaccine” ou “Immunization”. Dessa
maneira, o algoritmo utilizado para a busca foi: TICKS AND (VACCINES OR
IMMUNIZATION).

Foram selecionados apenas trabalhos realizados com vacinas contra carrapatos de
bovinos avaliadas em teste de estdbulo com o célculo de porcentagem de eficacia e/ou
eficiéncia. Portanto, foram excluidos da base de dados todos os trabalhos que contemplavam
experimentacdo de vacinas para bovinos, porém, testados somente em outras espécies de

animais, mesmo que realizado o calculo de porcentagem de eficacia.
Banco de Dados

Um banco de dados foi tabulado no programa computacional Excel com as principais
variaveis dos experimentos. Os dados, das metodologias, sem importancia no desenho
experimental do trabalho foram desconsiderados. As varidveis consideradas de importancia

foram:

e Variaveis interferentes: espécie de carrapato, raca dos bovinos, idade e peso dos

animais e adjuvante utilizado na vacina.

e Variaveis independentes: tipo de delineamento, nimero de repeticdes, utilizacdo de
controles positivo e negativo, nimero e tipo (qualitativo ou quantitativo) de
tratamentos e dose (em miligramas de antigeno), via e numero de aplicacbes das

vacinas.

e Variaveis dependentes: numero total de teledginas no grupo vacinado (NTV), nimero
total de teledginas no grupo controle negativo (NTC), efeito no nimero de teledginas
ingurgitadas {%DT = 100[1-(NTV/NTC)]}, peso médio de teleéginas no grupo
vacinado (WTV), peso médio de teledginas no grupo controle negativo (WTC), efeito
no peso das teledginas {%DW = 100[1-(WTV/WTC)]}, peso médio de ovos por
teledginas do grupo vacinado (PATV), peso medio de ovos por teledginas do grupo
controle (PATC), efeito na oviposicdo {%DO = 100[1-(PATV/PATC)]}, média de
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peso de larva por grama de ovos no grupo vacinado (PPLOV), média de peso de larva
por grama de ovos no grupo controle (PPLOC), efeito na fertilidade dos ovos {%DF
= 100[1-(PPLOV/PPLOC)]}, reducdo do namero de teledginas no grupo vacinado /
controle (CRT), reducdo da oviposicdo no grupo vacinado / controle (CRO), reducao
na fertilidade dos ovos no grupo vacinado / controle (CRF) e a prote¢cdo da vacina
contra o carrapato considerando os efeitos em CRT, CTO e/ou CRF {% de Eficéacia
(%E) = 100[1—(CRTXCROXCRF)]}.

Nos trabalhos que realizaram infestacdo com carrapatos heteroxenos, foram
considerados apenas aqueles artigos gque relatavam o teste de porcentagem de eficacia apos a
infestacdo com a fase adulta do parasita e, dessa maneira, estimaram %DT, %DO, %DF e %E
a partir de coleta de fémeas ingurgitadas, desconsiderando aqueles célculos de efeito da

vacina nas fases de larva e ninfa.

Também foram observados o0s testes estatisticos utilizados nas analises de
comparacdo entre as variaveis dos grupos vacinados em relacdo aos respectivos grupos

controles.

Resultados

Foram encontrados 1.134 artigos a partir da pesquisa com o algoritmo utilizado.
Desses, foram encontrados diversos artigos com experimentacdo de vacinas para bovinos,
porém, testados em outras espécies de animais, como por exemplo camundongo (CANALES
et al., 2009), coelhos (BIAN et al., 2011), ovelhas (ALMAZAN et al., 2005) e cervideos
(CARREON et al., 2012).

Quanto a experimentacdo com bovinos estabulados, foram encontrados 25 trabalhos,
que variaram de data desde 1989 até 2012, distribuidos em 13 revistas: BMC Biotechnology,
Experimental Parasitology, Immunology, International Immunopharmacology, Journal of
Parasitology Research, Parasite Immunology, Parasitology research, Research in Veterinary
Science, Revista Brasileira de Parasitologia Veterinaria (Brazilian Journal of Veterinary
Parasitology), Transboundary and Emerging Diseases, Vaccine, Veterinary Immunology and
Immunopathology e Veterinary Parasitology. Destes, um foi publicado em 1989, um em
1997, um em 1998, um em 2000, dois em 2002, um em 2006, um em 2007, quatro em 2009,
quatro em 2010, trés em 2011 e seis em 2012.
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Os desafios foram realizados com Amblyomma americanum (1 artigo), Hyalomma
anatolicum anatolicum (5 artigos), H. scupense (1 artigo), H. excavatum (1 artigo), R. (B.)
annulatus (4 artigos), R. haemaphysaloides (1 artigo), R. (B.) microplus (17 artigos) and

Ixodes ricinus (1 artigo).

Quanto ao delineamento experimental, todos foram do tipo delineamento
inteiramente casualizado, com exce¢do de um (CANALES et al., 1997) que n&o comentou. O
namero de animais por grupo, sendo cada animal uma repeticdo em todos 0s artigos, variou de
3 a 16, sendo que a grande maioria (21/25) utilizou de 3 a 6 animais por grupo. Dois autores
ndo citaram o numero de animais por grupo (CANALES et al., 1997; FRAGOSO et al., 1998)
e trés artigos utilizaram grupos com numeros de animais diferentes (ANDREOTT]I, 2006;
AZHAHIANAMBI et al.,, 2009a; KUMAR et al., 2012a). Trés trabalhos tiveram grupo
controle negativo ndo vacinado, 21 vacinado com salina e/ou adjuvante em igual volume e um
apenas ndo citou qual foi o tratamento controle (CANALES et al., 1997). Apenas 6 trabalhos
utilizaram grupo controle positivo, dos quais, 6 citaram o antigeno rBm86 e 3 a vacina
comercial Gavac'™. Apenas um trabalho utilizou dois grupos controles negativos, um
vacinado com o adjuvante (saponina) e outro somente salina (AZHAHIANAMBI et al.,
2009a).

Grande parte dos trabalhos pesquisados (11/25) utilizou apenas 2 grupos
experimentais, sendo sempre um controle negativo e outro vacinado. Outros utilizaram 3
(4/25), 4 (2/25), 5 (1/25), 6 (4/25), 8 (1/25) e 18 (1/25) grupos experimentais, todos com
formulacBes de antigenos diferentes, sendo que um dos trabalhos ndo deixa claro gquantos
grupos foram utilizados (CANALES et al., 1997). Na maioria dos trabalhos foi utilizado
animais cruzados (17/25). Destes, um artigo trabalhou com grupos de animais cruzados e
holandeses (CANALES et al.,, 1997), outro com animais cruzados e Aberdeen Angus
(FRAGOSO et al., 1998) e outro com cruza de Nellore e Simmental (ANDREOTT]I, 2007).
Trés artigos citam que utilizaram raga européia cruzada, porém ndo comentam quais as ragas
(ALMAZAN et al., 2010; KUMAR et al., 2012a; MERINO et al., 2011). Dos demais, duas
publicacGes citam a utilizagcdo de animais da ragca Hereford (PARIZI et al., 2011; WONG e
OPDEBEECK, 1989) e trés da raca Holandesa (CANALES et al., 1997; GALAI et al., 2012;
GARCIA-GARCIA et al., 2000). Um outro ndo descreveu com que raca trabalhou
(JEYABAL et al., 2010). Apenas trés trabalhos controlaram o peso dos animais, sendo que
destes, um ndo descreveu o peso médio dos animais (ANDREOTT]I, 2006, 2007; MILLER et
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al., 2012). A idade dos animais experimentados variou de 6 a 12 meses, sendo que seis

autores ndo controlaram ou omitiram esta variavel interferente.

Todos os trabalhos foram de carater qualitativo e a dose aplicada variou de 0,016 mg
a 2 mg de antigenos. A maioria dos trabalhos (17/25) utilizou a dose de 0,1 mg de antigeno e
sete trabalhos aplicaram a dose de 0,125 mg a 0.4 mg, um aplicou doses de 0,016 mg a 0,5 mg
(WONG e OPDEBEECK, 1989). Apenas um utilizou dose de 2 mg de antigeno
(PATARROYO et al., 2002). ApresentacOes de adjuvante Montanide foram as mais utilizadas
(18/25), seguidas por saponinas (5/25), hidroxido de aluminio gel (2/25), Marcol 52 (1/25) e
adjuvante de Freund completo. Dos trabalhos que utilizaram Montanide, 16 utilizaram a dose
de 0,1 mg de antigeno. A maior dose encontrada foi de 2 mg em adjuvante saponina. A
grande maioria aplicou 3 doses de vacina (20/25). Em um trabalho foram aplicadas 4 doses
com intervalos de um més (KUMAR et al., 2009) e, em outro trabalho, foram aplicadas seis
doses com 15 dias de intervalo. A aplicacdo intramuscular foi a mais utilizada (16/25),
sequida pela subcutanea (7/25). Dois trabalhos ndo relataram a via de inoculagdo da vacina
(ANDREOTTI et al., 2012; CANALES et al., 1997).

Vinte e quatro trabalhos calcularam as variaveis NTV, NTC e %DT, sendo que
apenas um ndo as calculou (WONG e OPDEBEECK, 1989). Seis trabalhos ndo calcularam as
variaveis WTV, WTC e %DW. Todos os trabalhos calcularam as variaveis PATV, PATC e
%DO. Oito trabalhos ndo calcularam as variaveis PPLOV, PPLOC e %DF. Dezesseis artigos
utilizaram a formula mais completa para o célculo da eficacia, considerando as variaveis
CRT, CRO e CRF, enquanto sete consideraram apenas CRT e CRO, um considerou somente
CRO para o célculo de eficacia (WONG e OPDEBEECK, 1989) e um considerou uma quarta
variavel, designada por EF (FE = peso de ovos / peso de teledgina), para o calculo da eficacia
(ANDREOTTI et al., 2002).

Quanto aos testes estatisticos utilizados para comparar as médias das variaveis entre
0S grupos vacinados e controles, o teste mais utilizado foi o teste-t de Student (13/25), seguido
por analise de variancia (ANOVA; 9/25), Mann-Whitney (3/25), X?-test (2/25), Tukey (1/25)
e Wilcoxon (1/19). Trés artigos citaram ter utilizado programas estatisticos. Um deles apenas
colou os nomes dos programas sem fazer referéncia ao comando ou teste utilizado (KUMAR
et al., 2012b) e um, que utilizou o statistical analysis software (SAS), citou ter utilizado o
procedimento Generalized Linear Mixed Model (GLMMIX) (MILLER et al., 2012).
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Discussao

O célculo da eficacia de uma vacina contra carrapatos é fundamental para a sua
avaliacdo. Os trabalhos que utilizam outras espécies animais para vacinagio (ALMAZAN et
al., 2005; CANALES et al., 2009; BIAN et al., 2011), antes do teste em bovinos, o fazem por
diversos motivos. Geralmente estes experimentos ocorrem a fim de testar se a vacina é
imunogénica e também de otimizar possiveis doses, para entdo serem utilizadas em bovinos,
uma vez que o ensaio nesta Ultima espécie animal é de custo elevado e exige instalacdes
individuais e apropriadas para a coleta dos carrapatos. Além disso, o teste em bovino é o
ultimo passo para a caracterizacdo de uma vacina contra carrapatos destas espécies. Dessa
maneira, também se pode explicar porque foram encontrados apenas 25 trabalhos utilizando
metodologias de teste em bovinos estabulados.

A revista que mais publicou trabalhos desta area foi a Vaccine (9/25), o que faz
sentido pois é uma revista direcionada para a publicacdo de novas tecnologias em vacinas.
Nesta revista foram publicados trés dos primeiros artigos sobre vacina contra carrapato
bovino (CANALES et al., 1997; FRAGOSO et al., 1998; GARCIA-GARCIA et al., 2000).
Anos depois, outros seis artigos foram publicados (ANDREOTTI et al., 2012; DE LA
FUENTE et al., 2010; GALAI et al., 2012; HAJDUSEK et al., 2010; MERINO et al., 2011;
MILLER et al., 2012). Convém destacar que todos os trabalhos foram publicados em revistas

de grande impacto nas areas de medicina veterinaria, parasitologia e sanidade animal.

O delineamento inteiramente casualizado foi o mais utilizado devido as caracteristicas
deste tipo de experimento, uma vez que 0s animais precisam ficar em baias individuais para
gue ndo haja a mistura de carrapatos que caem de um animal com os de outro animal. Assim,
todo o experimento pode ser conduzido individualmente por animal, constituindo cada animal
uma repeticdo. O numero de repeticdes pode ser considerado pequeno em relacdo ao que se
quer testar, uma vez que a variagdo na producdo de carrapatos entre animais do mesmo grupo
é muito grande. Dos trabalhos que utilizaram trés animais, 0 minimo utilizado, dois deles
utilizaram 3 animais apenas no grupo controle e 4 (PARIZI et al, 2011) e 5
(AZHAHIANAMBI et al., 2009) nos grupos vacinados. Mesmo os trabalhos que utilizaram 3
ou 4 animais por grupo conseguiram mostrar diferencas significativas nos dados da biologia
do carrapato entre os grupos vacinados e controles. Alguns autores utilizaram 5 bovinos por
grupo (GALAI et al., 2012; JEYABAL et al., 2010; KUMAR et al., 2012a, b; MILLER et al.,

2012) e conseguiram mostrar diferencas entre os grupos vacinado e controle, em alguns dos
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pardmetros bioldgicos analisados, com p<0,05. Porém, outros autores que utilizaram 5
repeticbes por grupo (AZHAHIANAMBI et al., 2009a, b; CANALES et al., 2009), néo
mostraram a significancia do teste de comparacdo entre os grupos. Os trabalhos que
utilizaram maior namero de repeti¢es foram dois com 8 animais por grupo (ANDREOTTI et
al., 2002; ANDREOTT]I, 2007), que encontrou significancia de p<0,01 para a diferenca de
producdo de carrapato entre os grupos vacinado e controle, e outro com 16 animais por grupo
(ANDREOTTI, 2006), que citou ter encontrado diferenca significante do teste, porém néo

coloca qual foi o seu nivel, ou o valor p.

A utilizacdo de um grupo controle negativo é fundamental para se estabelecer a
protecdo média da vacina, pois a producdo de carrapato do grupo vacinado é comparada ao
grupo controle negativo. Estas comparacBGes das variaveis dependentes dentro dos grupos
vacinados em relacdo ao controle negativo permitem inferir a porcentagem de protecdo da
vacina contra o carrapato. Trés trabalhos sequer simularam a aplicacdo da vacina ao grupo
controle (FRAGOSO et al., 1998; ANDREOTTI, 2006; KUMAR et al., 2009), isso pode ter
interferido nas variaveis respostas pois estes animais ndo sofreram o estresse que 0s animais
dos grupos vacinados podem ter sofrido, pois foram tratados em diferentes condi¢cdes. Ainda,
0 controle negativo ideal seria, ndo s6 a aplicacdo de um volume igual de um placebo como
salina (por exemplo, salina), mas sim toda a composi¢éo vacinal sem o antigeno em questéo e,
podendo ser aplicado junto, um outro antigeno conhecido néo relacionado com os carrapatos,
como por exemplo a ovalbumina, se fosse possivel aplicar esse antigeno com a mesma

composicao da vacina.

O grupo controle positivo é importante para constatar a capacidade de resposta dos
animais utilizados & uma vacina ja estudada, como por exemplo a Gavac™, excluindo-se
assim variaveis de interferéncia como os fatores individuo, ambiental e outros relacionados a

uma possivel ndo resposta do animal a vacina.

Todos os trabalhos que utilizaram 2 grupos experimentais trabalharam com 1 grupo
vacinal e outro grupo controle negativo. Apesar de todos os trabalhos terem sido de carater
qualitativo, dois trabalhos (CANALES et al.,, 1997; SUGUMAR et al., 2011) fizeram
previamente um teste quantitativo em camundongos para definir a dose minima a ser injetada
em bovinos. Sugumar et al. (2011) encontraram como sendo de 0,2 mg por dose, utilizando
hidroxido de aluminio como adjuvante. Se essa concentracdo pudesse ser extrapolada para 0s

demais antigenos e adjuvantes, poderiamos dizer que a maioria das vacinas foi formulada com
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quantidade insuficiente de antigeno vacinal. No entanto, a quantidade de antigenos numa
composicao vacinal ndo pode ser estabelecida por comparagdo com uma formulagao vacinal

diferente. Deve ser estabelecida utilizando a mesma formulacdo de vacina na espécie alvo.

Alguns estudos que utilizam mais de dois tratamentos poderiam ter trabalhado com
doses diferentes para determinar a dose ideal, mas optaram por utilizar diferentes antigenos e
ndo falar como a melhor dose foi escolhida. Além disso, 0s niveis de anticorpos necessarios
para se alcancar a méaxima eficacia da vacina pode variar entre antigenos. Para Bm86, ha uma
correlacdo direta entre o titulo de anticorpos para este antigeno e a eficacia da vacinacéo,
medida através do efeito direto sobre a fertilidade das fémeas de carrapatos ingurgitadas em
bovinos vacinados em pastejo (DE LA FUENTE et al., 1998). Também existe uma correlagéo
entre os titulos de anticorpos para outros antigenos, tais como Bm95, Subolisin (SUB), Fator
de Alongamento la (EFla), Ubiquitina (UBQ), Akirin (AKR) e Inibidor de Tripsina
(RmLTI), e a eficacia da vacina (ALMAZAN et al., 2012; ANDREOTTI et al., 2012;
CARREON et al., 2012; DE LA FUENTE et al., 1998; HAVLIKOVA et al., 2013; MERINO
et al., 2011; MORENO- CID et al., 2013). Em alguns experimentos, diferentes quantidades
Bm86 foram testadas, e 100 pg foi aceito como a composicio 6tima (GARCIA-GARCIA et
al., 1998; RODRIGUEZ et al., 1994; WILLADSEN et al., 1989). Da mesma forma, nenhum
estudo testou diferentes vias de administracdo da vacina, ou diferentes adjuvantes para
estabelecer a melhor forma de apresentar os antigenos vacinais para o sistema imune dos
animais. Outro aspecto a ser considerado é a importancia de uma avaliacdo da seguranca da
vacina. Por exemplo, para demonstrar a seguranca e os efeitos sobre parametros reprodutivos
nos bovinos da vacina Gavac™, a sua toxicidade foi avaliada em camundongos e cobaias
(BOUE et al., 1999)

A grande maioria dos artigos utilizou para sua metodologia animais cruzados. De certa
maneira, utilizar animais cruzados, sem raga definida, € vantajoso uma vez que se pensa em
bovinos em geral, por serem mais representativos da populagdo bovina alvo da vacina. Por
outro lado, sabe-se que animais com sangue europeu sdo mais suscetiveis a infestacdo por
carrapatos e dentro de um grupo de animais cruzados pode haver diferentes graus de sangue.
Por outro lado, a utilizagdo de uma raga pura de bovinos, apesar de contribuir para a
homogeneidade do grupo, néo é representativa de todas as ragas. Apesar disso, pode ser um

passo importante para a otimizacdo da vacina, uma vez que outros ensaios poderdo ser feitos
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para testar a vacina em outras popula¢Ges bovinas mais representativas, Como um ensaio a

campo, por exemplo.

A variavel interferente “peso médio dos animais” foi negligenciada ou omitida na
grande maioria dos trabalhos (21/25), sendo que apenas quatro citam o peso dos animais
(ANDREOTTI et al., 2002; ANDREOTTI, 2006, 2007; MILLER et al., 2012) e somente um
cita que os animais foram pesados (FRAGOSO et al., 1998), porém omite a informacao de
que o peso foi bloqueado. O peso de um animal pode interferir, uma vez que reflete ndo s6 o
estado corporal do animal e seu status de saude, mas também, animais menores e mais magros
podem nado ter a mesma suscetibilidade, ou resisténcia, aos carrapatos quanto animais mais
pesados, principalmente quando se trata da mesma raga, onde 0s animais contemporaneos

costumam ter o mesmo padréo corporal (DE LA FUENTE et al., 1998).

A variavel interferente mais bem bloqueada foi a idade dos animais que nao
ultrapassou 0s 12 meses. Mesmo assim, 7 autores nao consideraram ou omitiram esta
informacdo que é de suma importancia para se analisar a possibilidade de exposi¢do prévia ao
carrapato e seus antigenos, o que poderia interferir na resposta imunoldgica vacinal. Em casos
de padronizacdo de vacinas, € comum a utilizacdo de animais que nunca entraram em contato
com antigenos, conhecidos como "naive". Porém, é muito dificil conseguir um bovino que
seja literalmente naive, pois a infraestrutura necessaria para tal seria muito cara. Dessa
maneira, tentando bloquear essa varidvel interferente, poderiam ser utilizados animais de
locais livres de carrapatos e com idade suficiente para que o colostro ndo atue na época do

teste.

Das variaveis resposta, NTV, NTC e %DT representam o primeiro efeito a ser
observado apos a infestacdo. A %DT, que € o produto NTV/NVC, é dado em porcentagem e
representa a diminuicdo de carrapatos adultos apos a vacinagdo sob condicGes experimentais
de infestacdo. E de grande importancia que se considere esta variavel, uma vez que representa
ndo s6 o quanto a vacina diminui de carrapatos adultos, mas também a diminuicdo na fixacao
das larvas apos a infestacdo experimental, assim como, parte da diminuicdo da infestacao
ambiental, uma vez que as teledginas ingurgitadas caem no solo e fazem a postura
reinfestando-o. Apenas um artigo ndo considerou esta variavel (WONG e OPDEBEECK,
1989), que foi um dos primeiros a estudar vacinas contra carrapato bovino em teste de

estabulo.
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WTV, WTC e DW ndo sdo consideradas para o célculo de eficacia porque o peso dos
ovos por teledgina (%DO), que é utilizado, considera as varidveis PATV e PATC e é
proporcional ao peso das teledginas. Porém alguns autores gostam de considera-las porque
representam a diminuicdo na eficiéncia de alimentacéo das teledginas ap0s a vacinacdo. Neste
caso, pensando em eficiéncia contra o carrapato, o0 melhor seria a utilizacdo de %DO (CRO)
para o calculo da eficiéncia, uma vez que representa o efeito da vacina na oviposic¢do, além de

gue nem todas as teledginas conseguem ovipor.

PPLOV e PPLOC sdo calculados em funcdo da capacidade de eclosdo dos ovos e
%DF representa a porcentagem de diminuicdo dessa capacidade. Este dado, junto com %DT e

%DO, representa a porcentagem de diminuigédo da infestagdo ambiental.

A eficécia, propriamente dita, aparece sendo calculada de duas formas principais: %E
= 100[1-(CRTXCROXCRF)] e %E = 100[1-(CRTXCRO)]. Esta segunda formula, ndo tem em
consideracdo se 0s ovos sdo férteis ou ndo, podendo subestimar a eficiéncia da vacina. Como
por exemplo, pode acontecer que o grupo vacinado tenha uma producdo de ovos normal, ou
mesmo acima do grupo controle, porém estes ovos ndo serdo tdo férteis como os do grupo
controle (ANDREOTTI et al., 2012; CUNHA et al., 2012). Dessa maneira, a formula de
calculo de porcentagem de eficAcia mais completa acumula os trés efeitos e ao final
representa o quanto da infestacdo a vacina reduziu, o quanto teve de efeito na oviposi¢do dos
carrapatos que sobreviveram e 0 quanto que estes ovos que foram postos eram férteis em
relacdo a populacdo controle. A ndo utilizacdo de %DF torna o célculo impreciso, uma vez
gue pode acontecer de este dado ser negativo, representando que as amostras dos ovos do
grupo vacinado foram mais férteis que as do grupo controle. Desta maneira, o calculo da

eficacia estaria sendo superestimado, ja que o calculo se d& por amostragem.

Quanto ao calculo estatistico, o teste utilizado depende das varidveis a serem
analisadas. Dentro do grupo controle negativo, geralmente se tem uma concentracdo da
dispersdo dos valores proximo a média do grupo (populacdo). Diferentemente, o grupo
vacinado apresenta, devido ao fator individual de resposta a vacina, uma maior dispersdo
desses valores, aumentando a variancia. Nesses casos, em geral, podemos utilizar uma analise
de variancia (ANOVA), que vai analisar se a diferenca observada entre dois grupos é devida
as variacdes aleatorias de uma amostra em relacdo a outra ou se os dados vém de populacoes
verdadeiramente diferentes. Pode-se utilizar o teste F associado ao ANOVA, que vai testar a

hipotese nula de que todas as popula¢fes tém a mesma média. O teste t (de Student) para a
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diferenga entre duas médias também pode ser utilizado, podendo ser considerado em casos
particulares uma analise de variancia (ANOVA 1 fator). Dessa maneira, consegue-se
estabelecer se 0 grupo vacinado teve um determinado parametro bioldgico diferente do grupo

controle.

Neste trabalho estdo citados e discutidos os principais fatores que podem afetar o
calculo de porcentagem de eficicia de uma vacina contra carrapato bovino e que, portanto,
devem ser blogueados. Em nosso entendimento, a utilizagdo da férmula completa, que
contempla CRT, CRO e CRF, para o calculo da porcentagem de eficacia, € mais abrangente e

representativa do efeito da vacina na populacédo de carrapatos.
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Variaveis Independentes

Variaveis interferentes

Variaveis dependentes

Referéncia Tick Repeticdes _ Controle Pos. _ Controle Neg. Raca Adjuvante N°dedoses  Via Dose (mg)  Peso (kg) Idade (meses)  Férmula de %E utilizada Eficécia méaxima referida
Almazan et al., 2010 R. (B.) microplus 4 Bm86 Adjuvante + salina Europeu cruzado Montanide ISA 50 V 3 IM 0,1 0 12 100 [1-(CRT*CROXCRF)] 60%
Andreotti et al., 2002 R. (B.) microplus 8 0 Veiculo Nellore Freund's 3 sC 0,1 150 6 100[1-(CRT*CRWxCRO)] 72.80%
Andreotti et al,, 2012 R. (B.) microplus 6 0 Adjuvante + salina Cruzado Montanide ISA 61 VG 3 0 0,1 0 12 101 [1-(CRT*CROXCRF)] 200
Andreotti, 2006 R. (B.) microplus 16e8 0 Néo vacinados Cruzado Gavac e TickGard 2 sC 0,1 140-170 8 100[1-(CRTXCROXCRF)] 49.20%
Andreotti, 2007 R. (B.) microplus 8 0 Adjuvante Nellore x Simmental saponina em gua 3 IM 0,1 140-170 8 100[1-(CRTXCROXCRF)] 18,40%
Azhahianambi et al, 2009 H. a. anatolicum 5e3 Saponina PBS Cruzado saponin in mineral oil 3 IM 0,125 0 10-12 100 [1-(CRTXCRO)] 61,60%
Azhahianambi et al,, 2009b  H. a. anatolicum 5 0 Adjuvante Cruzado 10% Montanide 888 in mineral oil 3 IM 04e0,1 0 7 100 [1-(CRTXCRO)] 72%
Canales et al., 1997 R. (B) microplus NC NC NC Holandés e Cruzado Montanide 888 in mineral oil 3 0 o1 0 0 100 [1-(CRTxCROXCRF)] 01%
Canales et o, 2009 :} éﬁi;&‘;cmp'“s eR.(8) 5 Gavac™ Adjuvante + salina Cruzado Montanide ISA 50 3 M 01 0 0 100 [1~(CRT*CROXCRF)] 09.60%
Cunha et al. 2012 R. (B) microplus 6 0 Adjuvante + salina Cruzado Montanide ISA 61 VG 3 IM 0,1 0 12 101 [1-(CRTxCROXCRF)] 31%
De La Fuente et al,, 2010 A americanum 3 0 Adjuvante + salina Cruzado Montanide ISA 50 V 3 SC 0,1 0 0 100[1-(CRT*CROxCRF)] 66%
Fragoso et al., 1998 R. (B) annulatus NC 0 Néo vacinados Aberdin Angus e Cruzado Gavac 3 IM 0,1 1 0 100[1-(CRT*CROxCRF)] 99,99%
Galai et al,, 2012 H. scupense e H, excavatum 5 Bm86 Adjuvante Holandés Montanide 887 3+1 IM 0,1 0 3-4 100 [1 - (CRTXCRO)] 67,40%
Garcia-Garcia et al, 2000 R (B) microplus 3 Gavac™ Adjuvante Holandés Montanide 888 3 IM 0,1 0 12 100[1-(CRTXCROXCRF)] 9%
Hejdusek et al, 2010 E-I )Esa)e’sniiccri"n'ﬂ:sv R. (B.) annulatus 4 Bm86 Adjuvante + salina Cruzado Montanide ISA 50 3 M 01 0 0 100[1~(CRTXCROXCRF)] 100%
Jeyabal et al., 2010 H. . anatolicum 5 0 Adjuvante 0 Montanide 888 in mineral oil 3 sC 0,4 0 7 100 [1 - (CRTXCRO)] 82,30%
Kumar et al., 2000 R. (B.) microplus 6 0 Néo vacinados Cruzado Algel 4 sC 0,2 0 6 100[I-(CRTxCROXCRF)] 81,27%
Kumar et al,, 20122 :ha(ltBo'l)ignJ;mplus eH.a 5 Gavac™ PBS Europeu cruzado 10% Montanide 888 in mineral oil 3 IM 0,1 0 10-12 101 [1 - (CRTxCRO)] 45,80%
Kumar et al., 2012b R. (B.)microplus e H. a. anatolicum 2de5 0 PBS Cruzado Gavac 8 ™ 0.1 0 6-8 102 [1 - (CRTXCRO)] 44,50%
Merino et al,, 2011 R. (B.ymicroplus 6 0 Adjuvante + salina Europeu Cruzado Montanide ISA 50 V 3 IM 0,1 0 7 100 [1-(CRT*CRO)] 75%
Miller et al,, 2012 R. (B.) annulatus 5 0 Adjuvante Angus Gavac 4 IM 0,1 136-227 0 100[I-(CRTxCROXCRF)] 99,90%
barizi et ol 2011 R (8 microplus 4e3 0 PBS + Adjuvante Hereford M"”‘a”idgagsg;in'\"aam"' 52e 6 IM 02604 0 0 100 [1-(CRTXCROXCRF)] S0
Patarroyo et al., 2002 R. (B.) microplus 4 0 Adjuvante ou dgua Cruzado saponina em agua 3 SC 2 0 8-10 100 [1-(CRT*CROXCRF)] 81,05%
Sugumar et al,, 2011 R. haemaphysaloides 3 0 PBS Cruzado aluminium hydroxide gel 2 sC 0,2 0 6 100 [1-(CRT*CROXCRF)] 78.90%
Wong e Opdebeeck, 1989 R. (B.) microplus 4 0 Adjuvante Hereford Saponina Quil A 2 IM 0,016-0,5 0 9-12 100 [1-(CRO)] 96%
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Resumo

O Rhipicephalus (Boophilus) microplus € um dos parasitas que causam maior prejuizo
econbmico nas regides tropicais e subtropicais. Seu controle quimico é limitado devido,
principalmente, ao desenvolvimento de resisténcia aos principais acaricidas comerciais. Uma
alternativa ao controle quimico seria o desenvolvimento de uma vacina que pudesse, pelo
menos, ser utilizada em associagdo com o uso de acaricidas, diminuindo a frequéncia das suas
aplicacdes e reduzindo custos e a contaminacdo ambiental. A Bm86-CG e a RmLT]I séo dois
antigenos recombinantes que mostraram ser eficientes no controle do carrapato bovino. Com
0 objetivo de desenvolver uma vacina recombinante associando estes dois antigenos e
melhorando sua capacidade imunogénica, sequéncias parciais antigénicas destes foram
expressas associadas a um peptideo presente no primeiro dominio do fragmento C da toxina
tetanica, o qual é um epitopo estimulador de linfécitos T auxiliares. Os antigenos foram
expressos em P. pastoris GS115. Os sobrenadantes dos cultivos foram analisados por Western
blotting contra soros de bovinos anti-rBm86 e anti-RmLT]I e as proteinas foram detectadas no
sobrenadante, confirmando sua expresséo e antigenicidade.

Palavras-chave: R. (B.) microplus, bovinos, vacinagéo, inibidor de tripsina, Bm86, TT-Th.
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1. Introducdo

Rhipicephalus (Boophilus) microplus, ou “carrapato do boi”, € um ectoparasita de
bovinos. Estad presente nas areas tropicais e subtropicais, sendo responsavel por grandes
perdas econdmicas. Seu principal método de controle, o quimico, vem apresentando
limitacdes devido a ma utilizacdo dos principios ativos, levando ao desenvolvimento da
resisténcia. Neste contexto, as vacinas surgem como uma alternativa para o controle da
infestacdo do carrapato, propondo um uso associado aos carrapaticidas, reduzindo a aplicacéo
dos mesmos e diminuindo o custo de producédo, a contaminacdo ambiental e os residuos nos

produtos de origem animal [1].

Um dos principais antigenos vacinais utilizados em vacinas contra R. (B.) microplus é
a proteina Bm86, uma glicoproteina localizada predominantemente na membrana de células
do intestino do carrapato[2-5]. Quando utilizada como antigeno vacinal, anticorpos contra
esta proteina se ligam a superficie das células epiteliais do intestino do carrapato provocando
lise celular pela fixacdo do complemento e diminuindo a eficiéncia reprodutiva das teledginas,

uma vez que estas células estdo envolvidas no mecanismo de endocitose [2].

Varios inibidores de tripsina de R. (B.) microplus (BmTIs) com atividade inibitdria
contra Calicreina Plasmatica Humana (HuPK), Elastase de Neutrofilo Humano (HNE) e
Plasmina presente em ovos e larvas ja foram descritos [6]. A RmLTI é um inibidor de serina
protease da familia de inibidores de tripsina pancreatica bovina tipo Kunitz (ITPB-Kunitz)
presente nas larvas e na saliva de R. (B.) microplus [6-7]. BmTlIs ja foram utilizadas como
antigenos vacinais nas suas formas nativa, sintética e recombinante, mostrando eficacias de
72,8%, 18,4% e 32%, respectivamente [9-11].

Vacinas compostas com antigenos geneticamente ligados ao fragmento C (FrC) da
toxina tetanica (TT), tém mostrado induzir uma imunoprotecdo muito forte [12-13]. Kumar et
al. (1992), tentando aumentar a resposta imune contra seu antigeno vacinal, relataram que o
FrC poderia ser substituido por um peptideo de 15 aminoéacidos, entdo chamado de universal
T-helper cell epitope (TT-Th), localizado no primeiro dominio do FrC (aa 829-844). Este
fragmento aumenta a resposta imune contra antigenos recombinantes a ele associados e
elimina o problema de uma possivel inibicdo da resposta ao antigeno vacinal associado ao

FrC devido a preexisténcia de uma resposta contraa TT [13].
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O objetivo deste trabalho foi desenvolver um antigeno vacinal contra R. (B.) microplus
a partir de duas proteinas imunogénicas, a Bm86-CG e a RmLTI [10,14], em associagdo com
TT-Th [13]. Esta associacdo promoveria uma modulacdo da resposta imune contra estes
antigenos, por meio da ativacdo de células T auxiliares, promovendo a formulacdo de uma

vacina anti-carrapato poliantigénica mais efetiva.
2. Material e Métodos
2.1. Anélise das sequéncias

As sequéncias foram analisadas utilizando-se ferramentas do programa Geneious Pro
4.8.5. A sequéncia de aminoacidos da Bm86-CG (numero de acesso: ACA57829.1) foi
alinhada com sequéncias de genes homdélogos a Bm86 de diferentes espécies, entre elas, R.
(B.) annulatus, R. appendiculatus, R. (B.) decoloratus, Hyalomma anatolicum anatolicum, H.
a. excavatum, H. detritum, H. dromedarii e H. marginatum marginatum, disponiveis no
GenBank. A sequéncia aminoacidica parcial da RmLTI foi comparada com as sequéncias de
aminoacidos preditas para diferentes expressed sequence tag (EST) disponiveis no GenBank,
todas de possiveis inibidores de serina proteinases, isolados de diferentes espécies, entre elas,
R. (B.) microplus, Ixodes escapularis e Amblyomma maculatum. Estas andlises foram
realizadas para se estabelecer os sitios ativos mais conservados destas proteinas, que seriam

entdo os alvos para clonagem.
2.2. Carrapatos e cODNA

Foram utilizados carrapatos R. (B.) microplus oriundos de uma col6nia isolada e
mantida na Embrapa Gado de Corte, que tem sua sede em Campo Grande, no estado de Mato
Grosso do Sul, na regido Centro-Oeste do Brasil. Esta col6nia é mantida livre de patdgenos,
como Anaplasma e Babesia, e ndo é resistente aos acaricidas organofosforados e piretroides.
Ainda no laboratério da Embrapa Gado de Corte, 30 fémeas adultas semi-ingurgitadas foram
dissecadas e seus orgdos foram separados em microtubos de 1,5 mL contendo 50 pL de
solucdo salina (PBS, pH7,4). Cada pool de 6rgéos, sendo intestinos, glandulas salivares e
ovarios, foi submetido a extragdo de RNA total com o reagente Trizol® (Invitrogen),
seguindo instru¢es do manual do fabricante. O RNA total de cada 6rgdo foi quantificado e
utilizado para a sintese de cDNA pela reacdo de transcri¢éo reversa com o kit ThermoScript™

RT-PCR System (Invitrogen), segundo especificacdes do seu manual. O cDNA foi liofilizado
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e enviado para a Universidade de Queensland, em Brisbane - QLD, Australia. Chegando I4, o

cDNA foi eluido em agua ultra pura ao volume inicial e estocado a -20 °C.
2.3. Sintese do TT-Th e construgdo do pPICa-Th

Dois oligonucleotideos complementares foram sintetizados (senso
5’CCAGTACATCAAGGCTAACTCCAAATTCATCGGTATCACCGAACT3’;  antisenso
5’CTAGAGTTCGGTGATACCGATGAATTTGGAGTTAGCCTTGATGTACTGGGTAC3?
) de maneira que, quando hibridizados formando uma dupla fita, deixassem livre suas
extremidades 5' e 3' (sublinhadas), complementares aos sitios de restricdo das enzimas Kpnl e
Xbal, respectivamente. A hibridizacdo ocorreu com 2,5 nmol de cada oligonucleotideo em
tampéo de hibridizacdo (NaCl 10 mM, EDTA 1mM, Tris 10mM, pH7,4), em um volume final
de ImL. A solugdo foi incubada em banho-maria a 95° C, 1 min. A fonte de energia foi
desligada e o banho deixado chegar a temperatura ambiente. Esta estratégia possibilitou a
ligacdo do oligonucleotideo hibridizado (correspondente a sequéncia de aminoacidos 829-844
do fragmento C (FrC) da toxina tetanica) ao plasmideo pPICZalphaA restrito com as enzimas
Kpnl e Xbal. Dessa maneira, obteve-se o pPICa-Th, que ainda continha os locais de restri¢éo

Xhol, EcoRI e Kpnl, os quais foram utilizados para as clonagens subsequentes.
2.4. Clonagem do gene parcial da RmLTI

Trés  primers foram  desenhados, o0 primer senso  XhoKexRmLTI
(5'actCTCGAGAAAAGATTCGAGACTTACTGCAAGS3), que adiciona um local de
restricdo Xhol na extremidade 5 do amplificado, um antisenso KpnRmLTI
(5'cgcgGGTACCAGTGAGGAAGTTGTTGCCG3"), que adiciona um local de restricdo Kpnl
na extremidade 5 do amplificado, e um outro antisenso EcCORmMLTI
(5'cgGAATTCAGTGAGGAAGTTGTTGCCGTTY), que adiciona um local de restri¢do
EcoRI na extremidade 5' do amplificado. Esses primers foram utilizados para amplificar, por
PCR, parte do gene da RmLT]I a partir do cDNA de R. (B.) microplus isolado de Campo
Grande.

Dois plasmideos foram entdo construidos nesta etapa, um denominado pPICaTI-Th
com o gene parcial da RmLTI clonado entre as enzimas Xhol e Kpnl, subjacente ao fragmento
correspondente ao TT-Th, e o outro denominado pPICaTI-Eco-Th com a mesma sequéncia
clonada entre as enzimas Xhol e EcoRlI, para posterior clonagem de parte do gene da Bm86-
CG.
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2.5. Clonagem do gene parcial da Bm86-CG

Trés  primers  foram  desenhados, um  primer senso  EcoBmCG
(5'cgGAATTCCGAGGTCGCCTACGCCGCT3Y), que adiciona um local de restricdo EcoRI
na extremidade 5 do amplificado, um outro senso = XhoKexBmCG
(5'actCTCGAGAAAAGACGAGGTCGCCTACGCC3), que adiciona um local de restricdo
Xhol na extremidade 5 do amplificado, e um antisenso KpnBm86
(5'cgcgGGTACCGTAACACTCGTGATCATCAGGACAZ), que adiciona um local de
restricdo Kpnl na extremidade 5 do amplificado. Esses primers foram utilizados para
amplificar, por PCR, parte do gene da Bm86-CG a partir do cDNA de R. (B.) microplus

isolado de Campo Grande.

Outros dois plasmideos foram construidos nesta etapa. O primeiro, pPICaTI-CG-Th,
com o gene parcial da Bm86-CG clonado no plasmideo pPICaTI-Eco-Th, entre os sitios de
restricdo EcoRI e Kpnl, e entre os fragmentos correspondentes aos genes da RmLTI, na
extremidade 5', e do TT-Th, na extremidade 3'. O segundo, pPICaCG-Th, com a mesma
sequéncia parcial do gene da Bm86-CG clonada no plasmideo pPICaTh entre os locais de
restricdo Xhol e Kpnl.

Todas as reacOes de restricdo e ligacdo foram realizadas com enzimas da New England
Biolabs, seguindo seus respectivos manuais e protocolos. Os PCRs foram purificados do gel
de agarose 1% utilizando-se QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) e clonados em plasmideo
TOPO. A cada clonagem, os plasmideos foram submetidos a reacdo de sequenciamento. Apds
a confirmacdo das sequéncias, os insertos, assim como os plasmideos derivados do
pPICZalphaA, foram restritos com as respectivas enzimas e purificados a partir do gel de
agarose. As transformacoes das ligacOes e as propagacgdes de plasmideos foram realizadas em
E. coli TOP10F quimiocompetente (invitrogen). Uma busca por coldnias transformantes foi
realizada pela PCR com primers dos vetores e dos insertos. As purificacdes de plasmideos em
pequena e larga escalas foram realizadas com os Quiagen Plasmid Mini KiT (Quiagen) e
Quiagen Plasmid Max KiT (Quiagen), respectivamente.

2.6. Transformagéo em Pichia pastoris

As transformacOes foram realizadas seguindo as recomendagGes do manual
EasySelect™ Pichia Expression Kit (Invitrogen). Brevemente, os plasmideos pPICaTI-Th,
pPICaCG-Th, pPICaTI-CG-Th e pPICZalphaA foram extraidos em larga escala com


http://www.qiagen.com/Products/Catalog/Sample-Technologies/DNA-Sample-Technologies/DNA-Cleanup/QIAquick-Gel-Extraction-Kit
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"Quiagen Plasmid Max KiT" (Quiagen). Aproximadamente 100 pg de cada plasmideo foram
linearizados com Sacl, purificados com fenol-cloroférmio e ressuspendidos a 1 pg pL™.
Aliquotas de 10 ug de cada plasmideo linearizado foram transformadas por eletroporacdo em
P. pastoris estirpe GS115. As coldnias de P. pastoris recombinantes foram selecionadas para
resisténcia a Zeocin™ (Invitrogen) em placas com meio YPD enriquecido com este
antibiotico (1% de extrato de levedura, 2% de peptona, 2% de dextrose, 1 M de sorbitol, 2%
de agar, 100 pg / mL de zeocina). As coldnias que cresceram foram submetidas a PCR com o0s
primer AOX1 5" e AOX1 3/, para a confirmacdo da recombinacdo e, também, tracar seu
gendtipo como Mut® ou Mut”. Placas de meio minimo com dextrose e histidina (MDH; 1,34%
de YNB, 2% de dextrose, 4.10°% de biotina, 0,004% de histidina) e meio minimo com
metanol e histidina (MMH; 1,34% de YNB, 0,5% de metanol, 4.10°% de biotina, 0,004% de

histidina) foram utilizadas para a determinacéo do fenétipo Mut® ou Mut".

Os clones de GS115 com cada plasmideo foram pré-inoculados em frascos
erlenmeyers de 1L com 200 mL de meio YPD liquido com zeocina. Os cultivos foram
incubados a 30 °C, 240 rpm, durante a noite. As células foram separadas por centrifugacdo a
4.000 x g, por 5 min., os sobrenadantes foram descartados e as células sedimentadas foram
ressuspendidas em YPD com 15% de glicerol a uma DOgoonm de 100. As células foram

congeladas em nitrogénio liquido e imediatamente estocadas a -80° C.
2.7. Expressdo das proteinas recombinantes

Cinco clones de cada plasmideo foram escolhidos para serem induzidos, assim como,
um clone com o plasmideo pPICZalphaA como controle. Uma col6nia isolada de cada clone
foi inoculada em 25 mL de meio BMGY (1% de extrato de levedura, 2% de peptona, fosfato
de potéassio 100 mM, 1,34% de YNB, 4 x 10°% de biotina, 1% de glicerol, pH 6,0) e
incubada durante a noite a 30 °C, 250 rpm. As células foram coletadas por centrifugacéo a
1.500 x g por 5 min. e ressuspendidas em meio BMMY (1% de extrato de levedura, 2% de
peptona, fosfato de potassio 100 mM, 1,34% de YNB, 4 x 10™% de biotina, 0,5% de metanol,
pH 6,0) para a inducdo a uma DOggonm final de 1,0, em frascos erlenmeyers de 1L. As culturas
foram entdo incubadas por mais 4 dias a 30 °C, 250rpm. A cada 24h, uma aliquota de 1 mL de
cada cultivo foi coletada e a DOgoonm foi aferida. A indugéo foi mantida com a adicéo de 0,5%
de metanol (v/v) a cada 24h. Ao final de 96 h de inducéo, as culturas foram centrifugadas e os
sobrenadantes foram tratados com 1mM de PMSF. A proteina total de cada sobrenadante foi

precipitada com 60% de sulfato de amonia e centrifugacdo a 20.000 x g por 45 min., a 4°C.
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As proteinas foram ressuspendidas, dialisadas contra PBS, pH 7,4, congeladas a -80 °C,
liofilizadas e enviadas a Embrapa Gado de Corte para posterior utilizagdo em um ensaio de

vacinacao de bovinos e infestacdo com carrapatos.
2.8. SDS-PAGE e Western blotting

Foram misturados 20 pL de cada sobrenadante com 5 pL de tampdo de amostra
NuPAGE® (invitrogen). A solucéo foi aquecida a 70 °C por 10 min. e utilizada para SDS-
PAGE 10% em condicOes desnaturantes. As amostras foram aplicadas em dois géis. Um foi
corado com solucdo de nitrato de prata e outro foi submetido a transferéncia para uma
membrana de nitrocelulose. A membrana de nitrocelulose foi bloqueada com leite em po
desnatado a 2% em PBS, pH 7,4, sob agitacdo a temperatura ambiente por 30 min. A
membrana foi lavada trés vezes com PBS-T (PBS, 0,1% de Tween 80, pH 7,4) e incubada
com soro de bovinos vacinados com rBm86-CG e rRmLTI, diluidos 1:300, previamente
adsorvidos com o sobrenadante da expressdao de GS115 transformada com o plasmideo
pPICZalphaA. A membrana foi novamente lavada com PBS-T e incubada com anticorpo
secundario anti-lgG de bovino conjugado com peroxidase (Sigma) diluido 1:5.000 em PBS. A
membrana foi novamente lavada e incubada em 5 mL de solucdo de revelacdo (0,5% de

diaminobenzidina, 0,075% de ureia) até se observar a coloracéo.
3. Resultados e discusséo

O alinhamento da sequéncia de aminoécidos da Bm86-CG mostrou a presencga de uma
regido na porcdo C-terminal, altamente conservada entre as espécies da familia Ixodidae,
variando de 42% a 100% de identidade. Dentro da subfamilia Rhipicephalinae, a identidade
foi de 100% entre a maioria dos R. (B.) microplus, no minimo 96,7% comparando-se com R.
(B.) annulatus, 95,5% quando comparada com R. (B.) decoloratus e no minimo 69,7%
guando comparada com R. appendiculatus (figura 1). Essa regido (a.a. 458-548) corresponde

aos dois ultimos sitios ativos EGF presentes na extremidade C-terminal dessa proteina.

A sequéncia parcial de aminodcidos da RmLTI mostrou ter trés sitios ativos
pertencentes a superfamilia de ITPB-Kunits. Estes sitios ativos tém grande identidade a outras
sequéncias de proteinas da mesma familia presentes no GenBank (dados ndo mostrados). Os
trés sitios ativos foram separados e denominados dominio a (Da), dominio b (Db) e dominio ¢
(Dc), da extremidade N-terminal a C-terminal. Quando as sequéncias de aminoacidos de cada

dominio foram comparadas entre si, os dominios Da e Db mostraram ter identidade de 80%.
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Como o dominio Da mostrou-se com baixa antigenicidade na andlise de predi¢do de regides
antigénicas, em relacdo aos outros dois dominios, decidiu-se clonar apenas a sequéncia de

nucleotideos que codifica os dominios Db e Dc (figura 2).

Com escolha de regifes mais conservadas das sequéncias de aminoacidos das Bm86-
CG e RmLTI, o objetivo foi expressar uma proteina quimérica que pudesse ser utilizada ndo
somente para o controle do R. (B.) microplus isolado de Campo Grande, mas sim, para o
controle de toda a populacdo de carrapatos desta espécie a nivel nacional e, porque ndo, a
nivel mundial. Bem como, ser utilizada como antigeno vacinal para o controle de outras
espécies, como por exemplo R. (B.) annulatus, que até o século XIX era o carrapato mais
importante economicamente para a pecuéria bovina dos Estados Unidos [15], e R. (B.)
decoloratus, principal espécie de carrapatos presente na Africa [16].

Apbs a reacdo de hibridizacdo dos oligonucleotideos, a dupla fita produto desta
hibridizacdo foi clonada em pPICZalphaA, originando o plasmideo pPICa-Th, que mantém o
local de mdaltipla clonagem (MCS) do plasmideo original, contendo os locais de restricdo
Xhol, EcoRI e Kpnl, entre outros.

Os produtos de PCRs das sequéncias parciais dos genes das proteinas Bm86-CG e
RmLTI foram amplificados a partir do cDNA de R. (B.) microplus, isolado de Campo Grande
(figuras 3 e 4). Os mesmos foram clonados em plasmideos pCR®2.1-TOPO® e sequenciados,
sendo que as sequéncias estavam 100% correspondentes as sequéncias publicadas no

GenBank sob 0s numeros de acesso: EU352677.1 e CK186726.1, respectivamente.

Os insertos foram liberados dos plasmideos TOPO e subclonados em seus respectivos
locais, nos plasmideos derivados do pPICZalphaA. Deu-se entdo origem a trés plasmideos
principais: pPICoTI-Th, pPICaCG-Th e pPICaTI-CG-Th, como esquematizado na figura 5.
Estes plasmideos também foram sequenciados e suas sequéncias foram 100% idénticas as

sequéncias esperadas.

Os plasmideos linearizados foram transformados em P. pastoris GS115 e todas as
coldnias recombinantes obtidas de cada plasmideo foram do gen6tipo Mut®, segundo a PCR
com os primers AOX1 5 e AOX1 3. O fenodtipo foi confirmado pela observacdo do

crescimento dos clones em placas de MDH e MMH (figura 6).

O crescimento de cada um dos cinco clones selecionados foi acompanhado. As

absorvancias das culturas foram medidas e o crescimento das células ndo variou conforme o
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clone e o plasmideo. A Unica diferenca foi que as recombinantes transformadas com o
plasmideo pPICZalphaA cresceram mais rapido e alcangaram uma absorvancia maior ao final
dos 4 dias (figura 7).

Os sobrenadantes dos clones transformados com os plasmideos pPICaTI-Th,
pPICaCG-Th e pPICaTI-CG-Th expressaram as proteinas quiméricas rRmLTI-Th, rBmCG-
Th e rRmLTI-CG-Th, respectivamente. Os pesos moleculares aproximados esperados para as
proteinas recombinantes rBmCG-Th, rRmLTI-Th e rRmLTI-CG-Th expressas eram de 12
kDa, 19 kDa e 29 kDa, respectivamente. O sobrenadante do clone transformado com o
pPICZalphaA A foi tratado da mesma forma que os anteriores e utilizado como controle
negativo de expressdo. Os SDS-PAGE dos sobrenadantes ndo mostraram bandas bem
definidas para a expressao das proteinas quiméricas (figura 8). Talvez devido a presenca de
sitios de glicosilacdo, tanto na Bm86-CG quanto na RmLT]I [10,15], e a grande quantidade de
cisteinas nas sequéncias de aminoacidos das proteinas quiméricas. A rRmLTI-Th contém 10
residuos de cisteinas (6,1% do total de aminoacidos), a rBmCG-Th contém 12 residuos de
cisteinas (13,2% do total de aminoacidos) e a rRmLTI-CG-Th contém 22 residuos de cisteinas
(8,3% do total de aminoacidos) potenciais para formarem pontes dissulfeto. A adicdo de
acucares na modificacdo pos-traducional através de glicosilacdo, potencialmente adicionando
8-9 manoses e duas moléculas de N-acetil-glucosamina, e a ocorréncia de um grande ndmero
de pontes dissulfetos podem ter contribuido para que estas proteinas quiméricas

apresentassem diferentes isoformas e pesos moleculares.

O Western blotting mostra o reconhecimento de proteinas presentes no sobrenadante
pelos soros anti-rBm86-CG e anti-rRmLTI de bovinos. Como era de se esperar, as proteinas
rRmLTI-Th e r BmCG-Th ndo mostraram reatividade cruzada com o0s soros anti-rBm86-CG e
anti-rRmLT], respectivamente. O reconhecimento das proteinas recombinantes rRmLTI-Th e
rRmLTI-CG-Th deve ser pela presenca de determinantes antigénicos (DA) na sequéncia
parcial clonada da RmLTI idénticos aos que induziram resposta imune humoral no ensaio de
vacinacdo de bovinos, realizado previamente [10]. Este dado revela que ha uma certa
semelhanga entre estas proteinas recombinantes, sugerindo que a proteina aqui expressa
apresenta um potencial antigénico e provavelmente imunogénico, sendo que ha o
compartilhamento de DA capazes de serem apresentados em MHC Il de bovinos de ambas
rRmLTI-Th e rRmLTI-CG-Th com rRmLTI. Do mesmo modo, o reconhecimento das

proteinas quimeéricas rRmLTI-CG-Th e rBmCG-Th pelo soro de bovinos previamente



104

vacinados com rBm86-CG [14] mostra que a sequéncia parcial de aminoacidos da Bm86-CG
expressa neste sistema também compartilha DA capazes de serem apresentados por MHC |1

de bovinos com a rBm86-CG.

Os clones de GS115 foram aptos a expressarem as proteinas recombinantes com as
sequéncias parciais das Bm86-CG e RmLT]I, confirmados pelo Western blotting, que revelou
em seus supernadantes, proteinas com identidade as rBm86-CG e rRmLT]I. O sobrenadante da
expressdo da GS115 transformada com o plasmideo pPICZalphaA ndo reagiu com 0s soros
anti-rRmLTI e anti-rBm86-CG na reacdo de Western blotting. Isso significa que estes soros
foram suficientemente adsorvidos e ndo continham anticorpos anti-P. pastoris, assim com, as
reacfes contra as proteinas com as sequéncias parciais das RmLTI e Bm86-CG foram
especificas e que a porcao clonada destas proteinas sdo antigénicas.

Mais ensaios serdo feitos para a caracterizacdo das proteinas recombinantes, como por
exemplo, imunoblotting com soro antitetdnico para a detecdo do TT-Th nas proteinas
quiméricas. Também serdo realizados ensaios de purificacdo em colunas de gel filtracdo e
troca ibnica para, somente depois de se ter as proteinas expressas purificadas, a realizacdo de

stall test com bovinos e o calculo de eficacia vacinal contra R. (B.) microplus.
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Figura 2. Alinhamento dos dominios Da, Db e Dc da sequéncia de aminoacidos parcial da RmLTI, mostranto
a analise de predicéo de regides antigénicas, estrutura secundaria, hidrofobicidade e ponto isoelétrico. Logo
abaixo, a andlise de identidade entre os dominios.
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Figura 3. PCR com gradiente de temperatura para amplificar o gene parcial da RmLTI. A Temperatura
variou de 50° C a 65° C da esquerda para a direita. As bandas clonadas foram as de 475 pb.
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Figura 4. PCR com gradiente de temperatura para amplificar a sequéncia parcial da Bm86-CG. A
temperatura variou de 50° C a 65° C da esquerda para a direita.
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Figura 5. Esquematizacdo da construcao dos plasmideos.
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Figura 6. Fenotipagem dos clones de GS115 semeados em meio MD e MM. M+C e MSC sdo as cepas
GS115/pPICZ/lacZ (Mut+) e GS115 Albumin (MutS), utilizadas como controle, respectivamente. As
duas placas de cima séo os clones semeados em MDH e as duas de baixo sdo 0s mesmos clones
semeados em MMH, evidenciando que todos os clones foram Mut”.
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Figura 7. Crescimento médio (ODggo nm * desvio padrdo) das 5 colbnias de cada plasmideo
transformado, mostrando um desvio padrdo muito baixo, o que sigmifica que ndo houve diferencga
entre as recombinantes, a um nivel de 99,9% de significancia. GS-aA, GS_CG_Th, GS Tl CG The
GS_TI_Th séo os clones transformados com os plasmideos pPICZalphaA, pPICaCG-Th, pPICaTI-
CG-Th e pPICaTI-Th, respectivamente.
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SDS-PAGE 10% Western Blotting
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Figura 8. 1-5) SDS-PAGE 10%; 6-13) Western Blotting. M) Marcador de peso molecular (188-14
kDa). 1, 8 e 11) Sobrenadante da expressdo da rBmCG-Th; 2, 9 e 12) Sobrenadante da expressdo da
rRmLTI-Th; 3, 10 e 13) Sobrenadante da expressao da rRmLTI-CG-Th; 4 e 7) 1 ug de rBm86,
utilizada como controle positivo. 5-6) Sobrenadante da expressao do clone transformado com o
pPICZalphaA. 6-10) Membrana incubada com soro de bovino vacinado com rBmCG. 11-13)
Membrana incubada com soro de bovino vacinado com rRmLTI



112

CONSIDERACOES FINAIS

No momento da sua liberacdo comercial em 1994, a vacina contra a Boophilus
microplus TickGARD foi a primeira, comercialmente disponivel, anti-parasita utilizando um
antigeno recombinante. Era, portanto, altamente inovador, com um modo de agdo Unico e
recomendacdes de utilizagdo que eram muito diferentes das de acaricidas convencionais.

As duas ultimas décadas tém visto uma escalada de problemas com resisténcia
qguimica. Desde o langcamento original da vacina, a resisténcia tem sido relatada na Australia e
América do Sul a trés classes adicionais de acaricidas quimicos: lactonas macrociclicas,
fipronil e os reguladores de crescimento de insetos. H& cada vez mais a percepcdo de que
qualquer programa, sustentavel e bem-sucedido de controle parasitario, deve ter uma
abordagem integrada para sanar o desejo de alternativas "verdes". Todos estes fatores tornam
uma vacina anti-carrapato melhorada um produto desejavel.

As vacinas desenvolvidas a partir da Bm86 conferem protecdo parcial aos bovinos
contra futuras infestaces de R. (B.) microplus diminuindo o nimero de carrapatos, a
producdo de ovos e a fertilidade. Estes resultados, no entanto, ndo asseguram a protecdo
desejada pela producdo bovina, sugerindo a necessidade de mais de um antigeno protetor.

Embora os antigenos ocultos sejam a base das vacinas comerciais e tenham sido
estudados em outros ectoparasitas, como Lucilia cuprina e Pediculus humanus, experimentos
com antigenos naturalmente expostos ao sistema imunolégico do hospedeiro associados a
antigenos ocultos, podem significar uma potencializacdo da imunoprotecdo, principalmente se
eles atuarem em fases ou Grgdos distintos do ectoparasita. Este é o caso da utilizagdo de
vacinas formuladas com Bm86-CG, que atua destruindo as celulas do intestino dos carrapatos
adultos, e RmLT], que é secretada pela larva e também esta presente nos ovarios.

A avaliacdo sorologica de animais imunizados com diferentes antigenos para o
controle do carrapato mostrou que os niveis de anticorpos tendem a decrescer em alguns
meses, reduzindo a protecdo. Isto indica a necessidade de um reforco de vacinacdo com 0s
diferentes antigenos disponiveis. Assim, o uso de adjuvantes adequados € um ponto
importante no processo do desenvolvimento da vacina contra o carrapato do bovino.

Em uma vacina a especificidade da resposta imune € dada pelo antigeno, entretanto os
adjuvantes sdo as substancias que ampliam e modulam a imunogenicidade do antigeno

vacinal. Um aspecto que influencia grandemente no desenvolvimento de uma vacina é a
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interacdo que ocorre entre o patdgeno e o hospedeiro. Esta interacdo determina o tipo de
resposta imune que a vacina necessita induzir para proteger o bovino de forma eficiente em
infestacOes parasitarias. Entretanto, vacinas contra carrapato apresentam um desafio extra ao
compararmos a outros patdégenos, pois estes apresentam ciclos de vida com fases distintas no
hospedeiro e fora deste. Além disso, a resposta imune, bem como os parasitas, sao muito
complexos e 0s aspectos imunoldgicos da interagdo hospedeiro-parasita sdo pouco
conhecidos.

Apesar desta complexidade, a otimizacdo da imunologia pode ser nada mais do que a
avaliacdo de uma variedade de formulacbes de adjuvantes apropriados e disponiveis
comercialmente, porém, os critérios utilizados para avaliar estes s&o criticos.

O desenvolvimento de uma vacina € um processo complexo, de varios estagios.
Investimentos em pesquisa e desenvolvimento poderiam acelerar este longo processo de
desenvolvimento em uma série de pontos. Atualmente, o maior desafio é a falta de antigenos
recombinantes com alta eficacia comprovada contra R. (B.) microplus.

Na expectativa de que uma vacina com eficacia superior as vacinas comerciais ja
disponibilizadas ira requerer mais do que um antigeno, a eficicia das combinacbes de
antigenos atualmente conhecidos deve ser explorada, assim como, a identificacdo de novos
antigenos e combinacdes destes com moléculas estimuladoras do sistema imune.

Um ponto muito importante, critico para o desenvolvimento de vacinas contra o
carrapato do boi, é tentar reverter a constante perda de experiéncia nas areas gerais de
biologia do carrapato e desenvolvimento de vacinas, que tem sido consideravel,
particularmente no profissional da educacdo, e na disponibilidade de instalacfes
experimentais adequadas, que também decairam com a falta de investimentos

Uma afirmacdo muito comum € a que uma avaliacdo de formula¢fes multi-antigénicas
poderia aumentar a eficacia, mas a evidéncia experimental para isto é extremamente limitada.
Outra, é a que vacinas e acaricidas podem ser utilizados em um programa integrado para
alcancar o controle melhorado do carrapato, de uma maneira rentavel e com uso de produtos
quimicos minimizado. Porém, a perspectiva para que isso aconte¢a ndo é, pelo menos, a curto
prazo.

A primeira vacina comercial, TickGARD, foi lancada em 1994 e continha um antigeno
recombinante produzida em E. coli, em uma formulacéo de adjuvante padrdo. Um ano depois,
em 1995, TickGARD™ foi liberada. Nesta Gltima, o antigeno recombinante de E. coli foi

substituido por um produto de expresséo de P. pastoris e a formulagdo adjuvante foi alterada.
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Como resultado, a média de titulos de anticorpos em rebanhos vacinados foi de
aproximadamente duas vezes mais elevada que a TickGARD. Parte do aumento nos titulos de
anticorpos foi devido a reducdo do nimero de animais que apresentaram titulos de anticorpos
muito baixas, isto é, o fendmeno de ndo-respondedor foi em grande parte removido pela
mudanca de adjuvante. A minimizacdo do fenbmeno nao-resposta foi muito importante para o
desenvolvimento da TickGARD™"S. Como em muitas populacdes de parasitas, a distribuicéo
do numero de carrapatos nos hospedeiros é muito variavel, assim, uma grande proporcdo dos
carrapatos infestam uma pequena propor¢do dos animais.

Estes ultimos dados sdo particularmente importante para refletirmos sobre a eficacia
alcancada pelos imundgenos rBm86-CG e rRmLTI, uma vez que existe uma forte correlagdo
entre o titulo de anticorpos especificos e a eficacia da vacina. O quarto artigo aqui proposto
teve o objetivo de associar estes imunogenos entre si e com um epitopo estimulador de
linfocitos T auxiliares para tentar aumentar a imunogenicidade destes. Este aumento
acarreteria maior produgdo de anticorpos nos bovinos vacinados e consequentemente uma
maior protecdo contra infestacdes de carrapatos.

O Brasil possui condicdes especificas no sistema de producdo bovina como a
especializacdo e intensificacdo dos sistemas de producdo de bovinos, um clima
predominantemente tropical que influencia diretamente nas geragcdes de carrapatos, uma
tendéncia de manejo inadequado do carrapato nos bovinos por falta de uma politica nacional
para o problema, a crescente queixa de ineficiéncia dos produtos carrapaticidas disponiveis no
mercado. Estes fatores reforcam a importancia da implementacdo de medidas de controle
integradas.

O desenvolvimento de uma vacina eficaz contra o carrapato do boi traria inimeros
beneficios, ndo sO a pecuaria bovina, mas também a populacdo em geral, que teria a sua
disposicao produtos de origem animal ecologicamente corretos, mais “verde”, devido a
diminuicdo da contaminacdo ambiental. O produtor teria suas despesas com o controle do
carrapato reduzidas e isso tambeém teria um impacto no preco final para o consumidor. Um
outro aspecto, ndo desprezivel, seria 0 aumento da qualidade do couro brasileiro. Visto que,
apesar da enorme producdo, apenas uma por¢cdo muito diminuta dos couros produzidos a
partir de peles do rebanho nacional pode ser utilizada na fabricacédo de artefatos de couro de
alta qualidade.

Porém, mesmo que se desenvolva uma vacina com todas as caracteristicas desejadas, a

sua contribuicdo como uma ferramenta no controle integrado do carrapato do boi s6 sera
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efetiva quando existir a sua utilizacdo adequada. Para isso, é preciso que haja uma politica que
estabeleca um programa de controle com recomendac0es e orientagdes técnicas adequadas das
diferentes ferramentas, com uma logistica de distribuicdo da vacina, vinculado a um programa

nacional de manejo e, principalmente, um preco de comercializacdo adequado ao produtor.



