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INTRODUCAO

Rhipicephalus microplu$£ um dos ectoparasitos que acarretam grande impact
econdmico, causando enormes perdas para bovinagutimto de maneira direta, pelo efeito
da picada causando irritabilidade, perda de saagleepeso, diminuicdo na producéo de leite,
predisposi¢cdo a miiases, danos no couro e trar@miks agentes parasitarios e infecciosos;
como indireta pelo custo do controle quimico e esduos deixados nos subprodutos e no
ambiente, gerando grandes prejuizos ambientapeel#ria no Brasil (HORN, 1983).

Os rebanhos leiteiros no Brasil sdo, em sua maiestabelecidos em racgas europeias
ou mesticas. Ja os rebanhos de gado de corter ajgesgenor presenca de racas europeias,
tém sofrido um aumento no uso destas nos cruzamertostriais ao longo do tempo. Desta
forma, considerando que estas racas sdo mais swet®p infestacao por carrapato, € clara a
necessidade do estabelecimento de um método dganséstematico do carrapato (GOMES,
1995) e, para isso, € imprescindivel a busca eogiggo de novas ferramentas de controle.

Ha uma busca mundial por novas alternativas deralentio carrapato e ascinas
tém sido o foco principal de muitos pesquisaddxesBrasil o uso de vacinas, associado aos
produtos quimicos e a rotacdo de pastagens pougabsibilidades para o0 manejo integrado
mais efetivo, diminuindo o problema com residuosantbiente e o desenvolvimento do
fendmeno de resisténcia.

Nesta perspectiva, o objetivo deste trabalho fopraducdo de um antigeno
recombinante baseado em um inibidor de tripsinggmte em ovos e larvas de carrapato
(BmT1) a fim de desenvolver uma vacina coriamicroplusde baixo custo que possa servir

como uma ferramenta adicional no manejo integradcoditrole do carrapato do bovino.



REVISAO DE LITERATURA

Historico

Postula-se que os carrapatos desenvolveram-se garasitas obrigatorios de répteis
no final do periodo paleolitico ou inicio do meBoti, em climas quentes e imidos. Supde-se
gue quando os répteis ramificaram-se em numerasasa$ de vida, preenchendo nichos
aguaticos e terrestres, seus carrapatos mais ipomgvoluiram em duas principais familias,
Argasidae e Ixodidae (HOOGSTRAAL, 1978).

Sua enorme expansdo geografica e adaptacdo ac@esdclimaticas extremas
(alimentando-se através de sangue de pinguins tértida e de lagartos nos trépicos), e a
diversidade de hospedeiros nos quais se alimeritaamiferos, aves e répteis), indicam que
eles sdo uma familia altamente bem sucedida (WANG; TALL, 1999).

Incluem 896 espécies dividas em trés familiasasidpe ou “carrapatos moles” (193
espécies); Ixodidae ou “carrapatos duros” (702a@epg e Nuttalliellidae, com somente uma
espécie (GUGLIELMONE et al., 2010).

A espécieRhipicephalus (Boophilus) microplusu “carrapato-do-boi, originou-se
provavelmente na Asia, quando mamiferos e péasssubstituiram os répteis como
vertebrados dominantes, j& no periodo terciario @STRAAL; KIM, 1985). EmboreR.
microplusndo seja autdctone no continente americano, 0® si@culos que passaram desde
sua chegada com os animais dos colonizadores eisrquEamitiram-lhe desenvolver um
elevado grau de adaptacdo ao ambiente. Atualmeaspécie € uma importante praga em
grandes areas do Brasil, Argentina, Uruguai, PaiaguColémbia. (ESTRADA-PENA, A.
1999).

No Brasil sua introducdo parece ter-se dado nadéstio Rio Grande do Sul, pela

vinda de animais comprados do Chile, no inicio douk XVIII. Atualmente encontra-se
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distribuido em todo pais, variando de intensidagl@cbrdo com as condi¢bes climaticas e
tipos raciais de bovinos explorados (GONZALES, )9%estacam-se as regides Sudeste e
Centro-Oeste e toda a costa brasileira, pelas dmwaticoes de umidade e temperatura, e pela
exploracdo pecuaria mais intensa. (ESTRADA-PENAQ) 99

Classificacdo doRhipicephalus microplus

A classificacao taxonémica d®. microplus (figura 1) segundo d\National Center for

Biotechnology InformatiofNCBI — ID: 6941), dos Estados Unidos da Améréa,

* Reino — Metazoa
* Filo — Arthropoda
» Classe — Arachnida
* Subclasse — Acari
* Superordem — Parasitiformes

* Ordem - Ixodida

Superfamilia — Ixodoidea

Familia — Ixodidae

Subfamilia— Rhipicephalinae
» Género Rhipicephalus
» Subgénero Boophilus

» Espécie R. (B.) microplus

(B)

Figura 1 Teledgina dér. microplus (A) lateral esquerda; (B) face cranial. Fonte: MAS; CUNHA, 2010.
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Ciclo Biolégico doRhipicephalus microplus

O carrapato-do-boi € um parasita monoxeno e apt@sieias fases complementares: a
de vida livre ou ndo parasitaria, que se inicia condesprendimento da teledgina do
hospedeiro e a sua queda ao solo; e a de vidatpeaeasjue se inicia quando a larva se fixa
no hospedeiro. Além da sua importancia para osnbsyioutros mamiferos também podem
ser parasitados, tais como equinos, caprinos, syoées e veados (GONZALES, 1975).

Apés terminarem de se alimentar no hospedeirtelagginas caem ao solo dando
inicio a postura. Possuem geotropismo positivosedm abrigo no solo e na vegetacéo para
iniciar a postura dois ou trés dias apés a que@CRA, 1998). Em épocas de frio o periodo
de pré-postura pode se estender por muitos diasipdsicao dura em torno de quinze dias e
pode chegar a 3000 ovos por individuo, em temperata 27°C e umidade relativa do ar
superior a 70% (GONZALES, 1995). Seis dias apésl@sao a larva esta pronta para subir
nas extremidades apicais da vegetacdo por geotropiegativo, localizando o hospedeiro
pelo odor, pelas vibracdes, pelo sombreamento, esfionulo visual e pelo gradiente de
concentracdo de GQSONENSHINE, 1993). Em baixas temperaturas as sap@dem
sobreviver por varios meses, mas a capacidadetantecrestringe-se aos préximos 90 dias
(GONZALES, 1995).

A fase parasitaria se inicia com a fixacdo dagakino hospedeiro, desenvolvendo-se
até a fecundacao e ingurgitamento total das fénMexta fase o carrapato é pouco afetado
pelas condi¢des climaticas ambientais (RIEK, 1965s condi¢des oferecidas pelo préprio
hospedeiro passam a ocupar um papel preponde@sturdesenvolvimento. R. microplus
prefere as regides do Ubere, bolsa escrotal, emtrap e a barbela, embora possa também
parasitar o pavilhdo auricular (CORDOVES, 1997xd8gegifes preferenciais de fixagéo sido
determinadas em func&o da espessura, vascularieatgioperatura da pele, bem como pela
dificuldade de acesso as lambidas do hospedeiraQUWAND, 1978). Nao obstante, as larvas
sofrem com as lambeduras provocadas pela irritgeéada por conta das picadas no animal,

e com a resposta inflamatoria ao redor do locaffixecdo, com infiltragdo de células
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inflamatorias, diminuindo a eficiéncia de sua alagdo (FURLONG, 2005). Em funcao
disso e da resisténcia genética do bovino, graradte plas larvas pode ser eliminada,
contribuindo significativamente para a diminuicé® achrrapatos no ambiente (FURLONG,
2005).

As larvas alimentam-se preferencialmente de @ashpenas nos momentos que
precedem o rapido ingurgitamento das ninfas e&lasds € que o sangue torna-se o principal
constituinte alimentar (BENNETT, 1974). Aproximadarte apés 7 dias as larvas sofrem a
primeira ecdise, transformando-se em ninfas. Urgarsia ecdise ocorre apés 8 dias dando
origem a adultos com dimorfismo sexual. Na fasdtadwcorre a copula e as fémeas passam a
se alimentar de sangue até seu ingurgitamentodatakda ao solo. Os machos permanecem
no hospedeiro a procura de novas fémeas, sobrelvet® duas vezes mais do que elas
(ROBERTS, 1968). Os carrapatos machos adultos eet@bdenominacéo de “neandro” logo
apos a ecdise e de “gonandro” quando atingem seantao maximo. Ja as fémeas adultas,
sdo denominadas “nedginas” logo apés a ecdisetetpaginas” quando se encontram
parcialmente ingurgitadas e “teledginas” quanddceshgurgitadas e prontas para se
desprender do hospedeiro (figura 2 ) (GONZALES 5)99

FASE DE VIDA PARASITARIA

__htégaagiﬁ—ﬂ—__’eoﬁﬁ

NEANDRO

MORO

R i

MNESGINA PARTENGGINA

> E-N S
LARVA INFESTANTEe—— OVOS/ECLOSAD «+—— POSTURA
FASE DE VIDA LIVRE

Figura 2 llustracéo do ciclo de vida d®. microplus Fonte: Adaptado de GONZALES, 1995.
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Importancia econémica

Os carrapatos do géneBoophilusestdo entre as principais pragas de importancia
veterinaria em regides tropicais e subtropicaisndmdo. As perdas pelas infestacdes com o
“carrapato-do-boi”, devem-se principalmente petiugéo de peso e da producéo de leite, e
através da transmisséo de patdgenos que causdnesidse Babesia bovis e B. bigemina
anaplasmoseAhaplasma margina)d PETER, et al., 2005).

O Brasil possui 0 maior rebanho comercial do mumdon mais de 180 milhdes de
cabecas de gado (MACHADO et al., 2010), superadmap pela india, que n&o utiliza o
gado para fins comerciais por questdes religio®ascarrapato-do-boi” € responsavel por
prejuizos anuais estimados em dois bilhdes dead(@RISI et al., 2002) sendo um flagelo
aos rebanhos bovinos brasileiros. A comercializaj@antiparasitarios aumentou 33% no
Brasil de 2004 a 2009, movimentando mais de &®%rilhdes por ano 0 que representa
34% dos produtos veterinarios (SINDAN, 2011).

A dependéncia metabdlica do carrapato com relag®o bovinos ocasiona varios
prejuizos ao hospedeiro. A fixacdo das larvas,asi adultos na pele do animal gera um
processo de desorganizacao da derme que se inicragpo de um edema, infiltracao celular
e difusdo de um ponto de necrose (PEREIRA, 198))reSenca de substancias na saliva,
com acdo anticoagulante, anti-inflamatéria, imuopssssora e inibidora do sistema de
complemento interfere na hemostasia e inflamagabogpedeiro, podendo causar prurido,
edema e ulceracdo no local da picada (LIMO etl8B]1; RIBEIRO et al., 1985; RIBEIRO,
1989).

A lesdo causada na pele dos animais pode favoce@grarecimento de infeccbes
secundarias como as miiases cutaneas. Essas fasii®sn acarretam prejuizos no mercado
do couro (GONZALES; SERRA-FREIRE, 1992). Os danassados ao couro reduzem o
valor desse produto no mercado, impossibilitande quBrasil desenvolva todo o seu

potencial como produtor de couros de alta qualidade
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A acéo debilitante do carrapato sobre o hospedetlioetamente proporcional ao grau
de infestacdo. De modo geral, quanto mais gravenfestacdo do rebanho, maior a
interferéncia em sua capacidade produtiva, sendaiqualto grau de espoliagéo pode levar
0S animais ao Obito. Calcula-se que cada fémaaditgda é responsavel pela reducdo de
aproximadamente 1,379 de peso dos bovinos (JONS3S).

Estudos demonstram que a queda na producéo eedele chegar a mais de 40% em
infestacbes mais graves. Levando-se em conta quecas mais produtivas, como as
europeias, sdo0 mais suscetiveis ao carrapato,qeperceber o grau de interferéncia negativa
deste parasito no potencial genético e produtirdbanhos leiteiros no Brasil (NUNES et
al., 1982).

Além destes danos diretos existem outros indiresiltantes dos custos da méo de
obra necesséria para o controle, assim como as islel@gpesas com construgdo e
manutencgédo de banheiros, compra de equipamentasjc@p de carrapaticidas, entre outros
gastos (GOMES, 2000).

A aplicacao de acaricidas, que € a principal fodeaontrole, possui eficacia limitada
na reducdo da infestacdo de carrapatos e é muiassvacompanhada de sérios
inconvenientes, incluindo a selecdo de carrapatsstentes, poluicdo ambiental e
contaminacao de produtos lacteos e carne com wssglumicos (GRAF et al., 2004). Além
disso, o desenvolvimento de novos acaricidas € moepso longo e caro, o que reforca a

necessidade de abordagens alternativas para @rasoinfestacdes de carrapatos.

Resisténcia dos bovinos ao carrapato

A resisténcia do gado aos carrapatos é medidapsetzentagem de maturacdo de
20.000 larvas de uma infestacdo artificial na pviena ou inicio do verdo. Os animais
altamente resistentes produzem menos de 2 % dapatos adultos, enquanto os animais
com baixa resisténcia podem produzir entre 15 &2FBUTHERST et al., 1979). A alta
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resisténcia pode ser indicada pela reducdo dofpedalo carrapato ingurgitado, aumento do
periodo de alimentagdo, decréscimo do nimero de paopostura, reducdo da viabilidade
dos ovos e dificuldade de realizar a muda e ingamgnto (WIKEL, 1996).

A resisténcia dos bovinos ocorre de duas fornredaie adquirida. A primeira nao
depende do contato prévio do bovino conR.omicroplus mas de fatores inatos como o
comprimento dos pélos, espessura e dureza da pedbitns do animal. Ja a resisténcia
adquirida comeca a se evidenciar depois que o afdin@xposto a infestacao por carrapato
(RIEK, 1962).

O gadoBos indicusé sabidamente mais resistenteRaomicroplusque o gadddos
taurus(MACHADO, et al., 2010), embora existam diferemégeis de resisténcia tanto entre
como dentro de racas (SEIFERT, 1971).

O fato de o gado zebu conviver com o carrapatoedesgrimordios em seu processo
evolutivo, enquanto o gado europeu estabeleceuattortom esse parasita apenas no
momento de sua introdu¢do nos trépicos, € um dosefaque explicam a superioridade de
zebuinos quanto a resisténcia ao carrapato (ANDRAZRDE&L).

Um estudo comparativo do desempenho de novilhaantqua resisténcia ao
“carrapato-do-boi” com mesticos Holandés com Gueenaiversas propor¢cdes, mostrou que
a maior proporcdo da raca Holandesa estava asaoe@dmaior numero de carrapatos
(LEMQOS, et al., 1985).

Esta resisténcia manifesta-se por diminuicdo moena e no tamanho dos carrapatos e
pode ser transmitida pelo soro (ROBERTS; KERR, )1@7por células de ganglios linfaticos
(WIKEL, 1996). A demonstracdo de que drogas imwnmessoras anulam esta resisténcia
reafirmou a natureza imune desta resposta (BERG ML, 2000).

Importantes avancos foram obtidos na selecdocedesgmarcadores para resisténcia
aos carrapatos pela identificacdo de 6 QTLs (ldeusaracteres quantitativos que apresentam
um padrao de transmissdo mendeliano com efeit@ sobaractere desejado), sendo um deles
relacionado ao complexo de histocompatibilidadeomam uma geracao F2 de Girolandos,
de modo que investigacbes mais aprofundadas d€¥iés auxiliardo a isolar genes

envolvidos em mecanismos de resisténcia em caompatgado (MACHADO, et al., 2010).
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O principal obstaculo, porém, para estes avancasedorme dificuldade em selecionar
animais resistentes sem que haja perda de caséiciside producdo, fazendo com que esta
abordagem para o controle d& microplusndo seja possivel a curto ou meédio prazo
(FURLONG, 2005).

E sabido que a resisténcia € adquirida duranseigessivas infestacées pelo parasito,
embora 0s mecanismos de sua resisténcia néo dejaimente conhecidos. Fortes
evidéncias sugerem que a resisténcia adquiridanundlogicamente mediada e esta
associada a um complexo conjunto de reacdes deséipsthilidade a antigenos salivares do

carrapato na pele de animais resistentes (ALLEN4119

Controle e resisténcia

O controle deste parasita tem sido feito princigsite por carrapaticidas (DE LA
FUENTE et al.,, 2000). Esses produtos sao utilizadesmaneira indiscriminada e sem
acompanhamento técnico, promovendo a selecdo dapatos resistentes (DE CASTRO;
NEWSON, 1993). Além disso, a ma utilizacdo de qmtiaidas predispfe a riscos de
contaminagdo ambiental causando aumento signifeccalos custos de producdo (KAY;
KEMP, 1994).

A resisténcia tem sido relatada no Brasil paraamofpsforados (MENDES, et al.,
2011), piretréides sintéticos, amitraz (ANDREOTHEt al.,, 2011), fipronil (CASTRO-
JANER, et al., 2010) e ivermectina (KLAFKE et 2011).

Formas alternativas de controle tém se baseadcelegds de bovinos resistentes
(ANGUS, 1996), controle imunologico (HOPE et alglQ, CUNHA et al.,, 2011) e, em
menor escala, no controle biolégico, por meio do de organismos entomopatogénicos
como o fungdvetarhizium anisopliaegue tem sido estudado como ferramenta de conteole d
diferentes espécies de carrapato (GARCIA et al 120

Pastagens nativas com vegetacao arbustiva proparoiabrigo para as teledginas em
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postura, enquanto que algumas pastagens, por s&&mas, repelentes ou por imobilizarem
as larvas através de secre¢fes ou estruturas mta,pp@dem limitar bastante o nimero de
carrapatos. Em especial, o plantio de gramineagdercStylosanthe$CASTREJON et al.,
2003) e do capim-gordurdélinis minutiflorg (FERNANDEZ-RUVALCABA et al., 2004)
podem contribuir consideravelmente para o conttolecarrapato.

O uso de maneira extensiva de acaricidas levaldgmnas como o aumento do custo
de producéo, devido ao custo do manejo, ao custdoda e a diminuicdo do periodo de
protecdo. Além disso, promove a selecdo de linteagercarrapatos geneticamente resistentes
que tornam mais dificil o controle, aumentando st@wle tratamento. A resisténcia dos
carrapatos aos principios ativos vem ocorrendmdead mais intensa comprometendo o uso
de certas moléculas no manejo do controle de aHoagm determinadas regides
(ANDREOTTI et al., 2002).

A auséncia de uma politica oficial de contriglea os produtores a adotarem praticas
individuais que promovem medidas diferenciadasagrale e contribuem substancialmente
para o desenvolvimento de resisténcia de carrapEiespoucos grupos ou familias de
produtos carrapaticidas existentes (NOLAN, 1994;RVANS et al., 1995).

No campo sdo cada vez mais comuns situacdes emapuda mais base quimica
capaz de controlar as popula¢des de carrapatos.vdmmstalada a resisténcia a um grupo
quimico ou familia de carrapaticidas numa populap@aco se pode fazer para contorna-la
(FURLONG, et al., 2007).

As vacinas surgem neste contexto como uma ferramaitérnativa podendo ser
usadas em associagcdo com produtos quimicos, dimdimud numero de aplicacdes dos
acaricidas e o custo de produgcdo. Em meio a grangeura por formas alternativas, o
controle por meio de vacinas com a inducdo daostapmune em bovinos tém mostrado
resultados promissores (ANDREOTTI et al., 2002)asSprincipais vantagens sobre 0s
acaricidas advém do fato de ndo serem agentes apsimiterem um custo menor, e
oferecerem um desenvolvimento de resisténcia leais do que para os produtos quimicos
(WILLADSEN, 1997).



17

A inoculacdo de extratos de fémeas adultas (tel@dyideR. microplusem bovinos
produziu resposta imune que seria mediada porasptis contra o tecido intestinal do
carrapato (AGBEDE; KEMP, 1986). Foi entdo idenéila uma glicoproteina, denominada
Bm86, capaz de induzir imunoprotecéo (WILLADSENet1988; RAND et al., 1989).

Além do antigeno Bm86, que compde as vacinas jatemtes, outras proteinas
também conferem algum grau de imunoprotecdo owérdua producdo de anticorpos que
interferem no sucesso reprodutivo do carrapato,ocqor exemplo: um precursor de
aspartatoproteinase acumulado no ovo (BYC,Bdephilus Yolk pro-Cathepsin) que foi
capaz de conferir protecdo imunologica contra eapato (LOGULLO et al., 1998); outra
aspartatoproteinase denominada THAP (Tick HemeiBgdspartic Proteinase) (SORGINE,
et al.,, 2000); e a BmTI — inibidor de tripsina, yoiente de larvas de carrapato
(ANDREOTT], et al., 2002).

Coagulacao Sanguinea

A cascata de coagulacdo € considerada uma atigmgfencial de zimogénios, ou
seja, cada fator é substrato para a enzima anteraivador da proenzima subsequente. A
maioria das etapas da coagulagéo esta ligadaeopsetlimitada e quase todos os fatores sédo
serinoproteinases, com excecao do fator Xllla, guena transpeptidase.

A coagulacdo € a formacdo de um tampao hemostéticmo-celular estavel
suficiente para parar o sangramento. O processoodgulacdo sanguinea envolve uma
complexa interagdo bioquimica e celular e podelsgédido em quatro estagios. O primeiro
estagio € a formacao do fator X ativado (fator ga) contato (intrinseco) ou via fator de
leséo tecidual (extrinseca). O segundo estagifoemamcao de trombina por protrombina por
Xa, o terceiro é a formacédo de fibrina a partirfiboinogénio pela trombina mediada por
protedlise. O quarto e Ultimo estagio é a estagiip do codgulo de fibrina pelo fator Xllla
por ligacdes cruzadas (figura 3) (SCHAUB, 2011).
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Figura 3 Coagulagdo sanguinea e formacao de fibrina. FEB@EIAUB, 2011.

Enzimas proteoliticas

Proteinases sdo enzimas que clivam proteinascagddise da hidrolise da ligacéo
peptidica. Com base em seus mecanismos catalitiasspodem ser classificadas em cinco
classes principais: cisteinoproteinases (possuem rewsiduo de cisteina ativo),
aspartatoproteinases (um residuo de aspartatojpirieproteinases (um residuo de treonina),
serinoproteinases (um residuo de serina), e metaddpases (proteinases com um ion de
metal) (YOUSEF et al., 2003).

De acordo com o banco de dados mais abrangenteiseamplamente utilizado de

proteinases e seus respectivos inibidores (MER@BS/,/www.merops.co.jk as enzimas de
cada tipo catalitico sdo classificadas evolutivamem clas e cada cla se subdivide em
familias com base na homologia de sequéncia e od#etriade catalitica (RAWLINGS, et
al., 2010).
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As proteinases estdo amplamente encontradas eos to&l organismos vivos e
desempenham papel crucial em vérias funcbes bealdég processos fisioldgicos. Além de
atuarem comumente na digestdo, as proteinases @statvidas também na metamorfose
(EGUCHI, 1993), cicatrizacdo de feridas (THEOPOLA, al., 2004), imunidade inata
(KANOST, 1999; JIRAVANICHPAISAL, et al., 2006) e mmatogénese de certos organismos
(TRAVIS, et al., 1995; SUPURAN, et al., 2002), entutros.

As serinoproteinases tém preferéncia para cataisadrolise de ligacbes peptidicas
adjacentes a uma classe particular de aminoachlosgrupo das enzimas semelhantes a
tripsina, as proteases catalisam a hidrolise @&gdigs peptidicas envolvendo os aminoacidos
basicos arginina (Arg) e lisina (Lis), uma vez @qlas tém um residuo de aspartato ou
glutamato no sitio de ligacdo do substrato, queepéarmar uma forte ligagdo eletrostética
com aqueles residuos (YOUSEF et al., 2003). Estéwmoledas em muitas funcdes
fisiolégicas como digestdo, coagulacdo do sangtibrimélise, fertilizacdo e ativacdo do
complemento em respostas imunoldgicas e, estdmetarassociadas a muitas doencas, como
cancer, artrite e enfisema (YOUSEF et al., 2003).

Inibidores de Serinoproteinases

Os inibidores de proteinases permitem a regulagétaxh de protedlise na presenca
da enzima ativa (CHERQUI et al.,, 2001). Podem dassdicados de acordo com as
proteinases que inibem, podendo entdo ser inikBdomas serinoproteinases,
cisteinoproteinases, treoninaproteinases aspartaéopases e metaloproteinases.

Entre os inibidores de serinoproteinases, sdodmerecidos a familia Kazal, Kunitz,
Bowman-Birk,a-2-macroglobulina, serpina e pacifastina. Inibedode serinoproteinases de
mamiferos tém sido identificados em diversas foriteduindo plantas como a soja, 6rgaos
como o pancreas de humanos e hemolinfa de divarsopodes (CHERQUI et al., 2001).

A familia de polipeptideos tipo Kunitz é grandeamplamente distribuida, mas é
aparentemente ausente em procariotos. O membro beais estudado desta familia é o
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inibidor de tripsina pancreética bovina (BPTI; amina), que foi cristalizado pela primeira
vez em 1936. A maioria dos inibidores de serin@inaises sdo membros da familia Kunitz
(KUNITZ; NORTHRUP, 1936; ROBERTS, et al., 1995)regentam baixo peso molecular
(cerca 60 aminoacidos) e caracterizam-se basicenpaia colocacdo de seis residuos de
cisteina conservados que formam trés ligacOes Iffissique contribuem para a natureza
compacta e estavel do polipeptideo dobrado (LASK®WKATO, 1980).

Os inibidores de Kunitz-BPTI sdo amplamente disidos entre os artropodes, e tém
sido descritos principalmente em insetos como lsicla seda, lepidopteros, moscas e
besouros. Estes inibidores podem participar nosegsms de defesa contra entomopatogenos,
controlando a cascata de profenoloxidase ou inibipdoteases de bactérias e fungos
entomopatogénicos (SASAKI; TANAKA, 2008).

Entre os inibidores tipo Kunitz, foram bem estwads seguintes moléculas: o
peptideo anticoagulante do carrapato (TAPYdeithodoros moubatainibidor do fator Xa
da coagulacdo sanguinea (WAXMAN et al., 1990); todarina e savignina, inibidores de
trombina purificados d®. moubatae O. savignyj (VAN de LOCHT et al., 1996, MANS et
al., 2002), Ixolaris e Penthalaris, inibidores datof Xa e do fator tecidual/FVila
(FRANCISCHETTI et al.,, 2002, FRANCISCHETTI et a2004); KPI de Dermacentor
variabilis com atividade inibitoria para tripsina e riqueteti CERAUL, et. al, 2008).

Inibidores de tripsina de R. microplus(BmTIs)

Durante a evolucdo, os mamiferos desenvolverancamplexo sistema hemostético
para prevenir a perda de sangue, e mecanismobseamtistaticos evoluiram em animais
hematofagos para combaté-la. Como artrépodes siggadde sangue, 0s carrapatos
desenvolveram um conjunto diversificado de ages¢ishemostaticos para a alimentacdo de
sucesso, incluindo o inibidores de FX, FXa, inibeode trombina, inibidores da via do fator
tecidual, inibidor de calicreina-cinina e inibiderge adeséo e agregacao plaquetarias ( GAO
et al., 2011).
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A hemostasia € um mecanismo de defesa fundamenésiente em todos os
vertebrados que envolve dois processos complenesntarformacdo do coadgulo sanguineo,
ou trombo, para impedir a perda de sangue mediangeinjuria vascular, e o processo de
dissolucdo do trombo, ou fibrindlise, apos o repdas células endoteliais. Ambos sao
processos complexos que envolvem mudltiplas intexagbterdependentes entre plaguetas,
células endoteliais, leucocitos e proteinas plésaga(GENTRY, 2004).

Mais de um terco de todas as enzimas proteoliticabecidas sdo serinoproteinases,
dentre elas a tripsina sofreu a mais predominagkpansédo genética produzindo enzimas
responsaveis para a digestdo, coagulacdo sangufiemolise, desenvolvimento,
fertilizacdo, apoptose, e imunidade. O sucesstadepansao resultou na alta eficiéncia do
sitio catalitico e nas interagdes regulatériasGBRA, 2009).

Os carrapatos sédo fontes em inibidores de tripgnacipalmente pertencentes a
familia BPTI-Kunitz (SASAKI; TANAKA, 2008). Os inildores influenciam na coagulacao
sanguinea alterando o tempo de protrombina e ocdeteptromboplastina parcialmente
ativado em bovinos. A concentragdo desses inibsddirainui rapidamente no inicio da fase
de vida parasitaria, sugerindo que o inibidor seeeretado no interior do hospedeiro apés a
fixacdo da larva (WILLADSEN; RIDING, 1980). Esseshidores interferem no processo de
defesa do hospedeiro contra o carrapato facilitandbbmentacdo deste no periodo inicial da
fase de vida parasitaria (WILLADSEN; McKENNA, 1983)

Durante o longo periodo de alimentacéo dos ixadide sistema imune do hospedeiro
tenta expulsar o parasito. Para completar aliméont@pm sucesso, 0s carrapatos secretam
uma matriz de proteinas bioativas da saliva queulaod o equilibrio homeostéatico do
hospedeiro (figura 4) (MULENGA et al., 2001).
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Proteinas  salivares deo  camapato
(anticoapulantes, hemolisinas e enzimas
digestivas) parantem a fluidez do sanpue
do hospedeiro para hemalise e digestio
OCOTTErEM COM SUCESSO.
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Figura 4 : Representacdo esquematica da suposta funcogsadesas salivares e intestinais do carra
na alimentacao e transmisséo de patdgenos. FORIEEMGA, et al., 2001

Essas e outras evidéncias tém sugerido que esdddoias sdo importantes no
processo de fixacdo e no sucesso de alimentacatadas (WILLADSEN; McKENNA,

1983). As larvas que ndo se alimentam e se situa@xinpo a pele do bovino morrem
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rapidamente, perdendo em média 6 mg de peso vivb2enoras porque o ambiente préximo
a pele do bovino desseca a larva. As primeirasoedshda fase parasitaria sdo as mais criticas
para a sobrevivéncia larval (KEMP et al., 1971).

Os dois primeiros inibidores de tripsina presem®s larvas ddk. microplusforam
descritos em 1980 (WILLADSEN; RIDING 1980). Estewam descritos comalouble-
headede sdo capazes de inibir duas moléculas de enzmasesmo tempo para tripsina e
quimotripsina (ANDREOTTI, et al., 2000).

A partir de larvas d®&. microplusforam isolados e purificados dois inibidores de
tripsina denominadoBmTI-A com 18 KDa eBnmTI-B com 10 KDa, por cromatografia de
afinidade em coluna de sepharose-tripsina, astcia cromatografia de troca de ibnica
(ANDREOTTI, et al., 1999). O inibidor de tripsifanTI-A, foi caracterizado como inibidor
de serinoproteinase membro da familia BPTI-KufitkNAKA et al., 1999).

A BmTI-A néo interfere nos seguintes tempos de coagataempo protrombina (PT)
e tempo de trombina (TT), mas ativa o tempo padgastivacdo da tromboplastina (APTT)
gue foi prolongado por trés vezes. Os resultadadirotam que o inibidor pode ser
importante na inibicdo da coagulacdo sanguineag@areina plasmatica uma vez que néo
inibe o fator Xa. (ANDREOTTI, et al., 1999). A ingdio de calicreina plasmatica humana
(HUPK) ocorre no primeiro dominio dBmTI-A, enquanto a inibicdo de elastase de
neutrofilos (HNE) depende do segundo dominio (AKX et al., 1999). A HUPK € uma
das serinoproteinases que participa da coagulag@juiea dos vertebrados e dos processos
de inflamacéo, sugerindo ter um importante papetlagéo parasito-hospedeiro (SASAKI et.
al, 2004).

A partir de ovos e larvas de. microplusforam isolados um total de 12 formas de
inibidores de tripsinaBMmTI-A-F e BmTI1-6) por cromatografia de afinidade em coluea d
sepharose-tripsina, associada a cromatografieoda tle idbnica. BmTI-D foi mais eficiente
na inibicdo da HuPK (Ki 12 nM) do queBmTI-A (Ki 120 nM), descrito anteriormente
(SASAKI et al., 2004).

O alinhamento das sequéncias de nucleotideos da-81fGUERRERO, et al., 2005)

com a sequénciBmr IS otimizada para codons usuaisRiehia pastoris mostrou identidade
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de 78%, enquanto o alinhamento das sequéncias ieauitdos da BmTI-A (TANAKA et
al., 1999), do fragmento BmTI sintético (ANDREOTEL al., 2007), da BmTI-6
(GUERRERO, et al., 2005) com a sequéncias de amighmsda BmTIS mostrou 99% de
identidade da BmTIS em relacdo a BmTI-6 (Figura 4).

BmTIS - -FETYCKPTYDSGPCKGYFPRWWFNVKTGQCEEFIYGGCQGNKNNHVTRKECETRCLRK 58
BmTI-6 VDFETYCKPTYDSGPCKGYFPRWWFNVKTGQCEEFTYGGCOGNKNNHVTRKECETRCLRK 68
SINEBEIRBATE = fcrmm st e s s S e e S T e T S e R S s e T S s et
BMTI-A e e
BmTIS QLSRLHFSPPVDQYPYGDTERSNEEVPEYPPVHLNDSLEVSAVMNQRPLRNYTKQHKPNY 118
BMTI-6 QLSRLHFSPPVDQYPYGDTERSNEEVPEYPPVHLNDSLEVSAVMNQRPLRNYTKQHKPNY 128
SINEBEIRBATE &~ e o ss e e e s S e e s R T e e S S S sT R s s e TS ee na
BMTI-A e e e SQPHV 5
BmTIS TSDFSAISLTSGVDFETYCKPTHDRGPCKAYTPRWWFNVKTGQCEQFIYGGCQGNKNNYE 178
BMTI-6 TSDFSAISLTSGVDFETYCKPTHDRGPCKAY TPRWWFNVKTGQCEQFTIYGGCQGNKNNYE 180
sintetic BmTI =~  ----------------- YVAP- - DQGPCRARILRYYFDDDTQTCQRFT------------ 29
BmTI-A N-----mmmmm - PFACYVAP- -DQGPCRA-ILRYYFDDDTQTCQRFTYGGCEGNANNXY 50
BMTIS TKSICETNCLRRQLSELGVSADVHYRKHWNETKYSPNVTVEYPAVHFNVTLNPVCNEPKY 238
BmTI-6 TKSICETNCLRRQLSELGVSADVHYRKHWNETKYSPNVTVEYPAVHFNVTLNPVCNEPKY 248
SINLELHGBAEE 2 ceosrssssian e o s o en st e s e e s s e s SR e e e S e P S S = e
BmMTI-A KXEQCKASCKP - -~ -~ - -~ - oo oo ETEYEAKKCLARPESGP------------- 78
BmTIS PELCKGYFPRYYYNSRSKTCKKFIYGGCQSNGNNFLTLEECENTCLVDF- - 287

BmTI-6 PELCKGYFPRYYYNSRSKTCKKFIYGGCQSNGNNFLTLEECENTCLVDLQV 291

sinteltic BREE 2=  —-=ss st esre et e e e eSS e e s e s T e s

BmTI-A - - -CLAYMPMWGYDSKLGQCVEFIYGGCDGNDNKYTTEEECLKSCK - - - - - 121

Figura 4 Alinhamento das sequéncia de aminoacidos das BriR®ige: ClustalW.

Um ensaio vacinal com BmTIs extraidas de larvascdrrapatos por métodos
cromatograficos apresentou 72,8% de eficAcia mn@etontra carrapatos e afetou os
parametros reprodutivos reduzindo 69,7% o numertelééginas e 71,3% do peso de ovos
(ANDREOTTI et al., 2002). Um peptideo sintético el@sado a partir da sequéncia parcial de
aminoacidos da BmTI-A mostrou 18,4% de eficacianmanoprotecdo de animais cruzados

(ANDREOTTI, 2007). No entanto, apenas uma gquanédadito pequena de BmTIs pode ser
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purificada de larvas e ovos por métodos cromafiogsy sendo portanto, essencial a
producdo de BmTI recombinante para ser usada catfgeao vacinal.

Pichia pastoris

A levedura metilotroficaPichia pastoristem sido muito utilizada para expressao de
proteinas heter6logas devido as suas grandes eastayn relacdo aos outros sistemas de
expressdo. As técnicas requeridas para sua magdpukfio semelhantes as descritas para
Saccharomyces cerevisjaaim dos sistemas mais bem caracterizados genetitam
(CREGG; CEREGUINO, 2000). As suas caracteristicais mantajosas sao: ter status GRAS
(Generally Regarded As Safeser de facil manipulacdo genética, expressateipas
heterblogas em altos niveis, ser um sistema eticari@apaz de promover O- e N-
glicosilacdo, além de ser capaz de processar agrsggs sinais (HOHENBLUM et al.,
2004). Alem disso, comparado com outros sistemsadus em eucariotos superiores, como
as culturas de células de mamiferos, este sistecomstderado de uso rapido, facil e mais
econdmico (GELLISSEN, 2000).

As leveduras metilotroficas tém a habilidade dézati metanol como Unica fonte de
carbono, sendo que o primeiro passo no metabolidmometanol é sua oxidacdo a
formaldeido, catalisado pela enzima alcool oxiqaseX), que utiliza o oxigénio molecular e
gera peroxido de hidrogénio. As reacBes iniciaisorreen em microcorpusculos
especializados, 0s peroxissomos, seguidas por uag@a enetabdlica subsequente no
citoplasma. A AOX catalisa a primeira etapa na rdtametanol, a oxidacdo deste em
formaldeido e peroxido de hidrogénio. AOX é armamendentro de peroxissomos pela
catalase, que degrada o peroxido de hidrogéniogera & oxigénio. O formaldeido sai do
peroxissomo sendo oxidado para formar didxido debared por duas desidrogenases
citoplasmaticas, reacdes que sédo a fonte de emgagi@elulas que crescem em metanol. O

formaldeido restante é assimilado para formar @airges celulares por um caminho ciclico
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que se inicia com a condensacdo do formaldeido xitumse-5-monofosfato, uma reacéo
catalisada por uma terceira enzima peroxissomalidnogiacetona sintase (DHAS). Os
produtos dessa reacdo, gliceraldeido-3-fosfatoigrodiacetona saem do peroxissomo e
entram em um caminho citoplasmatico que regengilalase-5-monofosfato, em trés etapas.
Duas das enzimas da rota do metanol, AOX e DHABoesresentes em altos niveis no
crescimento celular em metanol, mas ndo sdo de&stédm células crescendo em outras
fontes de carbono (glicose, glicerol, etanol) (fegs) (CREGG; CEREGUINO, 2000).
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Figura 5 Rota do metanol erR. pastoris 1, alcool oxidase; 2, catalase ; 3, formaldeidsidtogenase; :
formato desidrogenase, 5, diidroxiacetona sintfaséiidroxiacetona quinase; 7, frutose bjfbsfato aldolase; ¢
frutose 1,6-bisfosfatase Fonte: CREGG & CEREGUIR@NO

P. pastorispossui dois genes que codificam para a AOXOX1e AOX2—, sendo o
primeiro responsavel por 85% da atividade de &logmase na célula. A AOX tem baixa
afinidade por @ e as leveduras metilotréficas compensam esta éefid sintetizando
grandes quantidades desta enzima (CREGG; CEREGUIR@O; JAHIC, 2003;
GELLISSEN, 2000).

O promotor do gendOX1 é fortemente reprimido quando as células cresaam e
outras fontes de carbono. Contudo, a auséncia defame de carbono repressora no meio,
como a glicose, nao resulta em uma transcricadaubal doAOX1. A presenca de metanol
como Unica fonte de carbono € essencial para acdondde altos niveis de expressao
(TSCHOPP et al., 1987), podendo aumentar a cormggitrde AOX até esta constituir mais
de 30% do total de proteinas soluveis (COUDEC; BARK 1980; ROGGENKAMP et al.,
1984).
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O método de transformagdo mais utilizado Rrpastorisé por meio de integracdo
cromossomal. Este método oferece vantagens conmbilelade do cassete e expressao,
geracdo de transformantes com multiplas coOpiasfralendo sitio de integracdo e a
capacidade de construir variados modos de integi@REEKRISHNA et al., 1997). Vetores
linearizados podem promover a recombinacdo hom@og® as sequéncias compartilhadas
pelo vetor e pelo genoma e, desta maneira, a agagrpode ocorrer via insergdo por um
simples evento derossoverou por substituicdo génica, por meio de dupiossover A
integracdo por inser¢cao ocorre mais frequentemepi@de resultar em multiplas integracdes
in tandemdo cassete de expressédo a uma taxa de 1 a 10eémndwodumentar a quantidade de
proteina expressa. Por outro lado, apesar dasfdrara;0es por substituicdo génica
geralmente resultarem em transformantes de cOpiza,Urstas sdo geneticamente mais
estaveis.

P. pastoristem preferéncia por crescimento respiratorio, eomtlizacéo de @ o que
Ihe permite o crescimento até altas densidadefacetu(500 Olgyg) e, consequentemente, a
obtencdo de niveis superiores das proteinas eapréSREGG; CEREGUINO, 2000). Além
disso, esta levedura glicosila as proteinas de dotmem proxima aos metazoarios
(BRETTHAUER; CASTELLINO, 1999).

A expressdo da proteina recombinante Bmpastoris pode ser intracelular ou
extracelular. A vantagem desta Ultima é que estadl@a secreta baixas quantidades de
proteinas enddégenas e seu meio de crescimentmnémtproteinas adicionais, o que facilita
as etapas seguintes de purificacdo (TSCHOPP e1387; BARR et al., 1992; CREGG;
CEREGUINO, 2000).

A secrecao requer a presenca de uma sequénciagamalirecionara a proteina para
esta via. O sinal de secrecdo do fatade S. cerevisiae2 0 de maior sucesso e 0 mais
utilizado nos vetores de expressao parpastoris]fCREGG; CEREGUINO, 2000). Durante a
via de secrecdo, o peptideo sinal do fat@r-clivado por uma peptidase-sinal presente na
membrana do reticulo endoplasmatico. Ap6s a pmtejanhar o Iumen do reticulo
endoplasmatico, a protease Kex2p da levedura recersitio de clivagem Lys-Arg e libera

a porcéo pr6 do fatar- A presenca de sequéncia Glu-Ala proxima ao diticlivagem da
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Kex2p, pode aumentar a atividade desta enzimar pasteriormente removida da proteina
madura pela acdo de uma diaminopeptidase, produtgede STE13 (DALY; HEARN,
2005).

Em relacdo ao genAOX], dois tipos de cepas d& pastorispodem ser obtidas,
variando com relacdo a sua capacidade de utilizae@nol. As cepas com mutagcdes nos
genes da AOX sao por vezes melhores produtoresatieimas exdgenas do que as do tipo
selvagem (TSCHOPP et al., 1987; CHIRUVOLU et &#097). Além disso, estas cepas nao
exigem grandes quantidades de metanol e sdo ratimente utilizadas para fermentacdo em
grande escala. A linhagem X33 pode gerar clonesfeagtipo do tipo Mut que refere-se a
baixa utilizacdo de metanol, causado pela perdatig@lade da alcool-oxidase codificada
pelo geneAOX1 e clones com fendtipo Mut+, que refere-se a atilizacdo de metanol,
justamente por manter os dois genes que codificaa AOX. A estirpe com um fenotipo
Mut® tem o locusaox1 mutante, mas é do tipo selvagem pA@X2 Isto resulta em um
fendtipo de crescimento lento na presenca de mletAmbos recombinantes, Mue Muf,
sao Uteis, pois, um fendtipo pode favorecer a medRpresséo da proteina recombinante do
que o outro. Como ndo ha maneira de se preverfeuatipo vai expressar melhor a proteina,

o recomendado é analisar os diferentes tipos dent@oantes.
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ARTIGO CIENTIFICO ORIGINADO PELA PESQUISA

Rhipicephalus microplusEXPRESSAO E IMUNOPROTECAO DA PROTEINA BmTIS
EM Pichia pastoris.

Resumo

Os carrapaticidas sédo a principal forma de contdolecarrapato-do-boi, e acarreta sérios
problemas devido a selecdo de individuos resigexte principios ativos. As vacinas podem
reduzir o uso de pesticidas, sendo uma alternaidsel para o manejo do carrapato, e o
principal antigeno € a proteirBmB86 que apresenta eficacia variavel contra cepas de
carrapatos em diferentes regides do mundo. O miildd tripsinaBmT| € um forte candidato

a antigeno vacinal. Este trabalho teve por objgtnanluzir a BmTI recombinante eRichia
pastorise testar a eficacia de imunoprotecdo em bovinasegquéncidmrIS foi clonada no
vetor pPIC4A, e o plasmideo foi transformado na cepa X33Pd#ia pastoris O clone
X33BnmTIS17 foi sequenciado e selecionado para ser idduei apresentou uma banda
majoritaria de aproximadamente 46 kDa em SDS-PAGEBMTIS expressa erR. pastoris
teve um rendimento de 550 mg L-1 de meio e foi mbecida emWestern blotpor soros
policlonais de camundongos, anti-extrato de laraas;peptideo sintético, ant8mrIS e por
anticorpo monoclonal Histag. O perfil de anticorgostracado por ELISA e a respectiva
resposta de Montanide ISA como adjuvante apresergsposta imune, considerando 0s
niveis de 1IgG com um perfil semelhante aos outresies. O grupo imunizado apresentou
eficacia de 31,8% no teste de estadbulo. Os parésnetprodutivos ndo foram afetados no

desenvolvimento de carrapatos no grupo vacinado.

Palavras-Chave Ixodes, carrapato, bovind8mr|
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Rhipicephalus microplus: EXPRESSION AND IMMUNOPROTETION OF THE BmTI
PROTEIN IN Pichia pastoris

Abstract

The acaricides are the main form of control of tektle, and causes serious problems due to
selection of individuals resistant to active ingesds. The vaccines can reduce pesticide use,
and a viable alternative for the management of, &eid is the major antigen Bm86 protein
that has variable efficacy against strains of tickdifferent regions of the world. The trypsin
inhibitor BmTI is a strong candidate for a vacciaetigen. This study aimed to produce
recombinant BmT]I irPichia pastorisand test the effectiveness of immunoprotectiocaittie.
The BmTI sequence was cloned in vector pPé&@Z and plasmid was transformed into X33
strains ofP. pastoris.The clone X33BmTIS17 was sequenced and selecté® taduced.
SDS-PAGE showed a major band with the approximae of 46 kDa. The expressed
rBmTIS protein inP. pastorishad a yeld of 550 mg ™t of medium was recognized in
Western-blot by anti-larvae extract mice sera,-8gtithetic peptide polyclonal sera, anti-
BmTIS and by Histag monoclonal antibody. The antiboglgponse was measured by ELISA
and its response using Montanide ISA as adjuvadgmted imune response considering IgG
levels with a profile similar as the other assdgsthe stall test the immunized bovine group
showed efficacy of 31,8%. The reproductive paramsetgere not affected in the ticks
developed in the immunized group.elected to bedaduSDS-PAGE showed a major band
with the approximate size of 46 kDa. The expresBedrl'lS protein inP. pastorishad a yeld

of 550 mg L* of medium was recognized in Western-blot by aamihe extract mice sera,
anti-Synthetic peptide polyclonal sera, @t IS and by Histag monoclonal antibody. The
antibody response was measured by ELISA and ipore using Montanide ISA as adjuvant
presented imune response considering IgG levels avrofile similar as the other assays. In
the stall test the immunized bovine group showdttasfy of 31,8%. The reproductive

parameters were not affected in the ticks develapdide immunized group.

Keywords: Ixodes ticks, bovines, BmTIPichia pastoris
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Introducao

O carrapato-do-boi, Rhipicephalus micropJus vetor da babesiose e anaplasmose
bovina, que sédo doencgas importantes em areasdi®pisubtropicais (BRAKE et al., 2010).

O principal método de controle de carrapatos é @ des acaricidas, que apresenta
eficacia limitada na reducéo da infestacdo de patos e € muitas vezes acompanhada por
inconvenientes graves, incluindo a selecédo de maiwa resistentes, contaminagdo ambiental
e dos subprodutos de carne e leite (CANALES e2@08).

O uso de vacinas no controle do carrapato assmeiguodutos quimicos e rotacdo de
pastagens poderia abrir possibilidades no manejegrado do controle do carrapato,
reduzindo problemas causados pela resisténcia @mooacdo ambiental (ANDREOTTI,
2006).

Um dos principais antigenos vacinais utilizadosvawcinas contra &®. microplusé a
proteinaBmB6 que vem apresentando resultados satisfatériammioole do carrapato (DE
LA FUENTE, et al.,, 1999, DE LA FUENTE, et al., 199BATARROYO, et al., 2002,
WILLADSEN; KEMP, 1988, WILLADSEN; MCKENNA, 1991, WILADSEN, et al., 1989)

e no controle d8abesia bovi$BASTOS et al 2010).

A Bm86 € uma glicoproteina localizada predominantemeatmembrana de células
intestinais do carrapato (GOUGH; KEMP, 1993), easaliém expressa em larvas, ninfas,
machos adultos, intestinos e ovarios de fémeadasddeR. microplus (BASTOS et al.,
2010) e quando utilizada como antigeno vacinagndEorpos contra esta proteina ligam-se a
superficie das células epiteliais do intestino dorapato, provocando lise celular e
diminuindo a eficiéncia reprodutiva das teleogi&sLLADSEN, 1997).

No Estado de Mato Grosso do Sul, Brasil, um esprdweio com as duas formulagces
vacinais baseadas no antigdBiwB86 obtiveram eficacia de prote¢cdo de bovinos coatra
carrapato de 46,4% para TickGard® (Intervet Australia Pty. Ltd., 91-105 Harpin Stiee
Bendigo East, Victoria) e 49,2% para GaVhc(Heber Biotec S.A., Havana, Cuba)
(ANDREOTTI, 2006). Este percentual encontrado e&tdixo do que foi demonstrado em
diferentes regides do mundo (DE LA FUENTE, 1999.TRRROYO et al., 2002; RAND et
al., 1989; RICHARDSON et al., 1993; RODRIGUEZ et 24b95).
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Varias vacinas recombinantes com o antiggmB6, tém sido formuladas (CANALES
et al, 2009; DE LA FUENTE et al., 1999; PATARROY®O&at., 2002; RAND et al., 1989, ;
RODRIGUEZ et al.,, 1995), porém, com eficacias aais contra cepas de carrapato
encontradas em diferentes areas geograficas. Hg&encas podem ser motivadas por
variacdes alélicas naturalmente presentes no gerim6 (DE LA FUENTE; KOCAN,
2003; FREEMAN et al., 2010).

Varios inibidores de tripsina d®. microplus(Bmrls) com atividade inibitéria contra
Calicreina Plasmatica Humana (HuPK), Elastase ddréfdo Humano (HNE) e Plasmina
presente em ovos e larvas tém sido descritos (ANDRE et al., 2001; SASAKI et al.,
2004). Um ensaio vacinal colmTlIs extraidas de larvas de carrapatos por métodos
cromatograficos apresentou 72,8% de eficacia mn@tetontra carrapatos e afetou os
parametros reprodutivos, reduzindo 69,7% o numertekkoginas e 71,3% do peso de ovos
(ANDREOTTI et al., 2002). Um peptideo sintético el@sado a partir da sequéncia parcial de
aminoacidos da BmTI-A obteve 18,4% de eficAciamanioprote¢cdo de animais cruzados
(ANDREOTTI, 2007).

Devido a quantidade de BmTIs purificada de larvasows por métodos
cromatograficos ser muito pequena, a producaond€l Brecombinante para ser usada como
antigeno vacinal é, portanto, essencial.

Este trabalho teve por objetivo sintetizar a segiaédaBmT| otimizada para codons
usuais dePichia pastoris,a fim de melhorar a expressao e testar a eficicienunoprotecao

em bovinos.
Material e Métodos

1. Carrapatos

Os carrapatoR. microplusforam obtidos de uma cepa mantida pela Embrapa Gad
Corte, livre deBabesiaspp. eAnaplasma marginale As teledginas foramncubadas para
obtencéo de larvas em estufa incubadora B.O.D°@ 2830% de umidade relativieoram

utilizadas larvas com 18 dias de idade para inféstaos bovinos.
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2. Manipulagao de DNA

A sequéncia de DNA que codifi&mTlI-6 de R. microplusdepositada no GenBank
(nimero de acesso CK186726) (GUERRERO et al.,)2@0®timizada para codons usuais
deP. pastorise sintetizada pela empresa Epoch Biolabs, indo@o A sequéncia foi entao
clonada em pPICZ&Ae nomeada pPIGABNTIS.

Utilizou-se 80 pL da cepa X33 ddé°. pastoris eletrocompetentes que foram
transformadas com 10 pg do plasmideo recombinamarizado comSac| (Invitrogen,
Australia), com 1 pulso de 20 kV por 5 mseg. O piago pPICZA foi transformado para
ser utilizado como controle negativo. As célulasrebinantes foram selecionadas em placas
YPDS contendo Zeocihd (1% extrato de levedura; 2% peptona; 2% dextro$é:sbrbitol;
2% agar; 10Qug/ml Zeocina).

O DNA genbémico dos clones dR pastoris foi extraido pelo método de pérolas de
vidro, quantificado em Espectofotometro NanoDro@@0 (Thermo Scientific, USA) e
armazenado a -2@. Para anélise do fenétipo foi realizada a POR os primers3'AOX1
com 5'’AOX1 e com os primers 3'AOX1 coma-Factor para confirmacdo do inserto, nas
condicOes descritas no EasySelect™ Pichia ExpresstdINVITROGEN, 2009).

Os produtos de PCR dos DNAs gendmicos dos clonesmi@nantes foram
sequenciados com oligonucleotideos desenhado® geicamotor Paox1 €m um sequenciador
automatico ABI 3100, utilizando BigDye Terminatoné@nistry, de acordo com o manual de
instrugdes. Os resultados dos sequenciamentos fooamparados por alinhamento com o
geneBmTI-6, por meio do software ClustalW.

3. Producéo de soros policlonais

Soros policlonais anti-extrato de larvas e @&mll recombinante BmrIS) foram
produzidos usando camundongos BALB/c. O extratdade foi obtido a partir de 8 g de
larvas da cepa mantida pela Embrapa Gado de Gmreeforam congeladas a %20 e
maceradas. Em seguida, adicionou-se Tris-HCI 150 pHM7,4 para o volume final de 8 mL.
O extrato eluido foi sonicado com 2 pulsos de Husdos com 60 % de amplitude e mais 4

pulsos de 10 segundos com 20 % de amplitude. @@oatfinal foi filtrado e armazenado a -
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20° C. O extrato de larva foi quantificado e 3 mg detgina total foi diluida em 15 mL de
Tris-HCI 150 mM, pH7,4, e emulsificado em 15 mL adjuvante completo de Freund’s
(Sigma-Aldrich, USA), obtendo-se 30 mL de emuls&oedtrato de larva e utilizado como
vacina.

A vacina BmTIS foi preparada com 500 pg de proteiBaifIS ressuspendida em 4
mL de Tris-HCI 150 mM, pH 7,4 e emulsificada comm& de Montanide ISA 61 VG
(Seppic, Paris). Foram utilizadas doze fémeas deigdongos BALB/c, separadas em dois
grupos de seis individuos. Cada grupo recebeu @salagias vacinas na concentracao de 50
ng mL! dosé' de BniTIS e 100 pg mt* dosé" de vacina de extrato de larva. Foram
aplicadas 3 doses, via intramuscular, com intesve 21 dias por dose e o soro foi coletado
21 dias ap0s a ultima vacinagéo.

4. Anélise de recombinantes pobDot blot

Cada clone obtido foi repicado em 5 mL de meio BM(@Xtrato de levedura 1 %;
peptona 2 %:; fosfato de potassio 100 mM; YNB 1,34bftina 4.10 %:; glicerol 1 %; pH
6,0) e incubado em agitador orbital £30220 g, juntamente com os controles negativos.
Apés 24 horas de incubacdo, as culturas foranmrifteygdas a 1.500 g, 5 minutos. O
sobrenadante foi descartado, as células foramgessdidas em 5 mL de BMMY (extrato de
levedura 1 %; peptona 2 %; fosfato de potassiom®0) YNB 1,34 %:; biotina 4.10 %;
metanol 0,5 %; pH 6,0) e retornaram ao agitadortairurante 4 dias. A cada 24 horas foi
adicionado 0,5 % de metanol a cada cultura. Ad,fem culturas foram centrifugadas e os
sobrenadantes foram separados em tubos de polgrogle 2 mL e congelados a %20

Duas membranas de PVDF foram lavadas por 10 segurglm metanol e por 5
minutos em agua Milli-Q estéril. Ambas receberamataliquota de 5 pL do sobrenadante de
cada clone selecionado e foram secas em estuffD@. 3Domo controle positivo foram
utilizados 5 pL do extrato larval sobre as memlsaAs membranas foram bloqueadas com
tampéao fosfato salino (PBS) contendo 5% leite desleaseco com agitacdo por 1 hora a
30°C e posteriormente, lavadas duas vezes (5 minetasada vez) com PBS-T (PBS com

0,1% Tween 80, pH 7,4). Em seguida, uma membranadabada com agitacédo por 1 hora a
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30°C com anticorpos policlonais primarios bovinos,duzidos a partir do bovinos vacinados
com peptideo sintético (ANDREOTTI, 2007), diluidd30 em PBS. Este foi seguido por trés
lavagens com PBS-T, e pela incubagéo com agitagad fhora a 3 com o anticorpo
secundario de coelho anti-IgG bovino conjugado qmroxidase (Sigma-Aldrich, EUA)
diluido 1:1.000 em PBS-T. A outra membrana foi beia com anticorpo secundario
monoclonal anti-histidina conjugado com peroxiddseitrogen, EUA), diluido 1:15.000 em
PBS-T. Finalmente, o material foi lavado 3 vezem d®@BS-T e incubadas em 5 mL de
solucéo de revelacao (diaminobenzidine — DAB 0,5u#éja 0,075 %) até a coloracédo dos
pontos na membrana. A membrana foi entdo lavada égua Mili-Q estéril e

fotodocumentada.

5. Produgéo da BmTIS

Para a expresséo d&8niTlS foi selecionado um clone Mut +X&3BmT1S17)e uma
colénia de X33 controle negativo isoladas em plaga® contendo Zeocil¥ (extrato de
levedura 1%, peptona 2%; dextrose 2%; agar 2%;id@d®0ug/ml). Estas colbnias foram
inoculadas em frascos tipo Erlenmeyer de 500 mliecmio 25 mL de meio BMGY e
incubado em um agitador orbital, 220 g, 30até DQg nm= 4, entre 16 a 18 horas. A
cultura foi subsequentemente centrifugada a 15686 & minutos a temperatura ambiente e 0
sobrenadante foi descartado. O sedimento do clong M do controle negativo foram
ressuspendidos em 200 mL de meio BMMY em um Erlgeemde 2 litros até Odgy nm=
1.0. Cada cultura foi suplementada com metanolda @4 horas para concentragao de 1%,
totalizando um periodo total de inducao de 96 hakpés o periodo de inducédo o cultivo foi
centrifugado em 3300 g, 4 por 5 minutos e o sobrenadante foi separadotadtyacom
PMSF 1mM e estocado a —20.

6. Purificagdo e quantificagdo daBmTIS

O sobrenadante do material expressado pelos clbhas clone foi quantificado pelo
método de curva padrdo com albumina sérica bo\B&A) em SDS-PAGE 7,5 %. Foi
preparada uma solucdo contendqil%le BSA (1ug.uL™), com 10uL de tamp&o de amostra
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para SDS-PAGE e 1L de 4gua Milli-Q estéril, resultando em phD de uma solugdo com
BSA na concentracdo Oy pL ™. Foram aplicados 1, 2 , 4 , 6 @l8desta solucédo em gel de
poliacrilamida 7,5 % (concentracdes de 0,5, 1, €,431g, respectivamente) juntamente com
as amostras a serem quantificadas. Os fragmen®géis de poliacrilamida 7,5 % foram
quantificados por analise pelo software TotalLab(2mersham/Biosciences, Reino Unido),
gue também estimou a massa molecular aparenteaddas

Uma aliquota de 25mL do sobrenadante "Mat incubada por 1 hora com 50 % de
metanol e as proteinas foram precipitadas porittegdacéo 5.00@, a 4°C por 30 minutos. O
meétodo cromatografico utilizado para a purificagio BmTIS foi afinidade pelo niquel
utilizando a coluna Ni-NTA (Qiagen, Hilden, Alema)h Em seguida o sedimento das
proteinas precipitadas foi eluido pela adicdo depes de Ligacdo Desnaturante (Uréia 8 M,
Fosfato de Sodio 20 mM pH 7,8, NaCl 500 mM). A sélu foi passada em coluna
previamente equilibrada com Tampéo de Ligacdo Desarde, seguida por cinco lavagens
com Tampao de Lavagem Desnaturante (Uréia 8 Mateode Sédio 20 mM, pH 6.0, NaCl
500 mM). A proteinaBmTIS foi eluida em Tampao de Eluicdo Desnaturante&iél) 8 M,
Fosfato de Sédio 20 mM, pH 4.0, NaCl 500 mM).

O processo de purificacdo foi monitorado por efetese em gel de poliacrilamida

10%. As fracOes eluidas de alta pureza foram diémias e dialisadas contra PBS.

7. SDS-PAGE éNestern blottingda rBmTIS

100 pL dos sobrenadantes dos clones foram mistirad;m 20 pL de tampéao
desnaturante 6x SDS-PAGE, separadamente. As améstean incubadas por 6 min, a°95
C, e 20 pL de cada amostra foram pipetados emegebtacrilamida 10%. A eletroforese
correu a 30 mA por 1 hora e meia, em sistema deofdeese 2D (Amersham/Biosciences,
Reino Unido) (Figura 2). ONestern blotpartiu do gel de poliacrilamida 10%, no qual
correram-se 10 pL do sobrenadante do clon€ Muproteina foi transferida para do gel para
uma membrana de PVDF pré-tratada com metanol peeddndos e agua Milli-Q estéril por
5 minutos, em sistema de transferéncia (Amershasdiince, Reino Unido) imerso em

tampéao de transferéncia (Tris base 0,3% ; glitidd4%; metanol 15%; pH 8,4) a 100 mA
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por 2 horas. A membrana foi lavada com PBS e daisadar na estufa ai25por 1 hora. A
membrana foi corada com solugéo de Ponceau S (&01%8,5%; acido acético glacial 1%),
e recortada em tiras. As tiras foram bloqueadaskB® com 5 % de leite em p6 desnatado, a
30 [1, por 1 hora, sob agitacdo e lavadas duas vezedP&SnT por 5 minutos e incubadas
com anticorpo primario 1:150 em PBS & @or 1 hora em agitacdo (uma tira para cada tipo
de soro: anti-extrato de larva, arBifiTls, anti-peptideo sintético e anti-Histag monoalpn
As fitas foram lavadas separadamente duas vezes RB&T por 5 minutos, e apos,
incubadas com o anticorpo secundario IgG conjugaao peroxidase anti-camundongo ou
anti-bovino de coelho (Sigma-Aldrich, USA) 1:1.066h PBS-T por 1 hora a 30 sob
agitacdo, separadamente. As fitas foram novamentdés com PBS-T por 3 vezes de 5
minutos, enxaguadas com agua Milli-Q estéril ed@nteveladas com solucdo de revelacéo
(agua Milli-Q 5 mL; DAB 5 mg; NH0,75 mg) até o aparecimento de bandas bem definidas

na membrana de PVDF, de 5 a 10 segundos.

8. Ensaios vacinais

O antigenorBmTIS expresso emP. pastorisfoi emulsificado com o adjuvante
Montanide ISA 61 VG (Seppic, Paris) e doses de 2cortendo 100 ug de proteina
recombinante foram preparadas. Um ensaio vacimak#&dizado para avaliar a capacidade
imunogénica e protetora do antigeBonT IS. Bezerros de um ano de idade da raca Holandesa
foram distribuidos randomicamente em dois grupossels animais cada. Um grupo foi
imunizado com a vacina preparada com os antigemaficpdosrBmrIS. O segundo grupo
foi vacinado com o adjuvante isolado (grupo coejrdbeguindo um método adaptado de
Andreaotti et al., (2006) todos os animais foraminvagdos via intramuscular, nas semanas 0, 2
e 4. Amostras de soro foram coletadas de cada krsemanalmente e antes de cada
imunizacao. Vinte e um dias apés a Ultima imuniaagd animais foram desafiados com um
total de 15.000 larvas da cepa de carrapatos nagoeid Embrapa Gado de Corte durante trés
dias consecutivos, no dorso do animal. No finapddodo parasitario, quando as teleéginas
se desprendiam do bovino de forma espontaneapuingg® a coleta manual de todas as

teledginas que se encontravam no chéo das ba@s@aohos.
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As fémeas coletadas diariamente foram pesadas dancha de precisdo e
acondicionadas em placas de Petri, e incubadastwa &. O. D. A 281 e 80% de umidade
até o término da postura. Os ovos foram pesadosubados para determinar o percentual de

eclosao.

9. Andlises do Anti-soro Bovino

Foram colhidas amostras de sangue da veia jugetaarsalmente, utilizandtubo
siliconizadode 10 mL sem anticoagulante (Labor Vaccum®) adenextrair o soro, que foi
aliquotado e estocado a -2Q até ser analisado por ELISRlacas de microtitulagéo foram
sensibilizadas com 1 mg/mL de antige®mfFIS em Tampdo Carbonato 20Mm pH 9,6
deixando-se adsorvesvernighta 4 [1. As placas foram lavadas cinco vezes com PBST
(tampéo fosfato de sodio, pH 7,4, Tween 20 0,1%)pgueadas com 2% de BSA em PBST.
As placas foram incubadas por 45 minutos a 37 $€ saro bovino imunizado conBmTIS,
diluido a 1:100 em PBST. Apos outra etapa de lavad® ul deanticorpo secundario de
coelho anti-lgG bovina conjugado com peroxidasgr(®i,St. LouisMO), diluido a 1:20.000,
foram adicionados e a incubacao ocorreu por 30 tosnem temperatura ambiente. A placa
foi novamente lavada com PBST, e a revelacdo falizaela com a adicdo de 50 uL do
substrato cromogénico o-fenilenodiamina 1,0 mM, yor periodo de 15 minutos. A reagéo
foi interrompida pela adicdo de 100 uL de NaOHN,2 a leitura foi realizada em leitor de

microplacas de absorvancia a 405 nm.

10. Anélises Estatisticas

Os niveis médios de anticorpos foram determinadoa pada grupo e comparados
usando ANOVA. O teste nao-paramétrico de Mann—-\Vekitioi utilizado para comparar o0s
resultados de eficicia da vacinagdo. A eficaciprdeecdo contra os carrapatos foi calculada
utilizando os seguinte parametros bioldgicos:

100 x [1 — (NET x EW x EF x H)]

Onde NET = numero total de carrapatos do grupo lingnos imunizados/grupo

controle; EW = (peso ovos/nimeros de carrapatasjuaidos pelo grupo imunizado/grupo
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controle; EF = (peso ovos/peso das fémeas ingdagjado grupo imunizado/grupo controle;
H= eclodibilidade produzida no grupo imunizado/grgpntrole.

A eficacia da vacina foi avaliada empregando a tdananteriormente descrita para o
efeito sobre o nimero de fémeas adultas (DT), aigao (DO), fertilidade (DF) e eficacia da

vacina em geral (E).
Resultados

1. Construcédo do pPICAA-BMTIS

O plasmideo recombinante foi projetado para ingesequéncia do gemrIS no
sitio de multipla clonagem do vetor pPKJY, entre as enzimas de restricacEdeR | eKpn |
(Figura 1). A sequéncia do inserto foi confirma@topsequenciamento e alinhamento com o
geneBmTI-6 com 78% de identidade. A sequéncia sintéttalbnada respeitandm cassete
de expressdo controlado pelo promotor do ge@®X1 O local de mdltipla clonagem foi
mantido antes da sequéncia BmTIS permitindo a gemafutura de outra sequéncia de

interesse, como a de um modulador da resposta imune

2. Expresséo da proteina rBmTIS

Um clone Mut foi selecionado para induzir a expressdo. Anatisesobrenadante em
SDS-PAGE 10% revelam bandas protéicas de aproximate 46 kDa, proximo ao peso
molecular estimado (Figura 2a). A quantificacaetdirdo sobrenadante do cultivo mostram a
producdo de 550 mg tde BnTIS pelo clone Mt A purificacdo por cromatografia de
afinidade usando coluna de niquel, mostrou uma &aiel 46 Kda em SDS-PAGE e
rendimento da purificacdo de 870 mg.L

Andlises dowestern bloda proteinaBmTIS foi realizado com dois soros primarios
de camundongo (anti-extrato de larva de e &miiS), um de bovino (anti-peptideo
sintético) e um anticorpo monoclonal anti-Histag.rAvelacdes mostraram afinidade por uma

proteina de aproximadamente 46 kDa (Figura 2b).
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3. Imunoprotecao

A resposta de anticorpos &8mTIS foi mensurada por ELISA usando amostras
semanais agrupadas em uma mistura. O soro apresatdaaeacdo 40 dias ap0s a primeira
imunizacdo e 16 dias apoOs a infestacdo do gadovaBiagdo sérica bovina indicou uma
correlacdo negativa quando comparada com produzdmihero de fémeas ingurgitadas do
carrapato. A resposta aos antiger®sillS do grupo dos soros imunizados diminuiu apés a

infestacdo (Figura 3).

4. Andlise do Ensaio Vacinal

O desenvolvimento de carrapatos nos animais faersiggonado durante o ciclo de
vida do parasita. A contagem de fémeas ingurgittaaieterminada em 15 dias apdés o inicio
do desprendimento do carrapatos e o perfil mostmadicou pico na producdo e peso de
carrapatos no quarto dia, com significancia de [©,85 (teste nao-paramétrico Mann-
Whitney). Os bovinos imunizados que foram desafagton carrapatos apresentaram reducao

de 28% no numero de carrapatos, com eficaciadieal,8%.

Discussao

O sistema de expressdo dm pastorisfoi escolhido por ser atualmente o mais
eficiente na producgéo de proteinas heterlogas GIR& al, 1993). E também superior aos
sistemas de expressdo procaridticos devido a spacidade de expressar proteinas com
conformacao correta, contendo glicosilacdo e poditesulfetos (BUCKHOLZ; GLEESON,
1991). Apesar de ser um sistema de expressdo @imarcomplexo e trabalhoso, esse
sistema requer menos procedimentos que as expsessbeulturas de células eucaribticas
baseadas em células de insetos ou mamiferos, lengata seu rendimento é maior (CREGG
et al., 1993), gerando baixo custo de producéo.

O plasmideo pPIC&BmMTIS, foi construido e é capaz de expressar de fafinaz a
proteina recombinantBmTIS sollvel no meio de cultura, tornando facil okdeproteina
através da precipitacdo do sobrenadante. Este mé&iorhais simples, se comparado a

purificacdo a partir da membrana plasmatica ouitdplasma das células, e as caracteristicas
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imunogénicas e antigénicas que sdo importantes gp@raducdo de um imundgeno eficaz
foram mantidas.

O sequenciamento e alinhamento do plasmideo recamtei pPICZABMTIS com o
geneBnT -6 apresentou 78% de identidade, esta difereaga-de a otimizacdo da sequéncia
para codons usuais &e pastorisa fim de melhorar a expressao.

SDS-PAGE apresentou uma banda majoritaria de apemdamente 46 kDa,
correspondendo ao tamanho esperadoBHaTIS. O reconhecimento dBmTIS pelo soro de
bovinos vacinados com peptideo sintético (ANDREQTZ007) mostrou que as proteinas
produzidas sdo antigenicamente similares, refogangbotencial antigénico daBmrTIS,
dado que o peptideo sintético apresentou protemdtoacos carrapatos.

O reconhecimento dBmTIS pelos anticorpos produzidos contra a vacinexdato
de larvas, que tem a forma nativa da prot&mdl é particularmente importante. Este dado
confirma a expressdo de uma proteina recombinantgmdgenicamente similar Bmr|
nativa, sugerindo que a forma recombinante é urangal antigeno vacinal, e podera ser
utilizado para testes de vacinacado de bovinos.oOnkeecimento daBmrTIS pelo soro de
camundongo antBmTIS indica que a proteina € capaz de induzir réaposune, e
subsequentemente reconheceu a si prépria. Obsergaes ndo ha resposta contra outra
proteina que poderia existir, uma vez que a vdoin@mrmulada com o sobrenadante total da
expressao, provando seu potencial imunogénico.

O sistema de expressao selecionado prod&nU IS in vitro na concentracdo de 550
mg L, sendo portanto superior ao nivel de expressam@OL™ obtido por SASAKI;
TANAKA, 2008.

Os animais vacinados apresentam resposta imunsideoando os niveis de IgG. A
resposta de anticorpos nos animais vacinados foirdueedida e sua cinética e niveis de
resposta de anticorpos em bovinos vacinados apaeaen o mesmo perfil por ANOVA e
foram semelhantes aos dos relatorios anterioregla&mr| (ANDREOTTI et al., 2002). O
soro dos animais do grupo controle néo reagiu camtigeno BmTIS.

Embora o nivel de protecdo de anticorpos foi seam¢hao de estudos anteriores
(RODRIGUEZ et al.,, 1995; ANDREOTTI, 2002; JITTAPAPONG et al.,, 2010), os
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resultados referentes ao desenvolvimento dos @o®pnos animais imunizados
apresentaram menor acao do damll nativa (ANDREOTTI et al., 2002), mas foram
superiores ao peptideo sintético (ANDREOTTI, 200i@bela 2). Entretanto a eficacia da
protecao imune foi limitada e os resultados nadicnaram as expetativas.

Um estudo anterior utilizando a mesma cepa de maiva(ANDREOTTI, 2006),
realizado em condi¢Bes de estdbulo em vacas nestitainfestacdo controlada vacinadas
com Gaval” e TickGar§"V apresentou 49,2% e 46,4% de eficacia de protelgimodo
que o resultado de 31,8 % de eficacia obtido camnal IS poderia ser otimizado se fosse
utilizado em associacdo com antigenos com difesemicanismos de acdo em uma vacina

poli antigénica.
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Figura 1. pPICZBnNiTIS representado com Vector NTI 8 software; 5 A0
promotor fortemente induzido por metanol; Sac kiga usada para lineariz
o plasmideo antes da transformacaoRerpastoris Alphafactor: sequéncia ¢
peptideo secretado d8niTIS; BmTl Sintético : sequéncia do gemmTIS
inserido no plasmideo; 3'AOX1 Terminagdo: sequégumdetermina o fim ¢

transcricdo; pUC origin: Origem de Replicacaoklecoli
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Figura 2. SDFAGE 10% e Western bloting do sobrenadante diovoulte X33
clonado com pPICZABmMTIs. (a) SDSPAGE: M) Marcador de peso molecu
BenchMark™ ProteirLadder (Invitrogen); (rBmTIS) sobrenadante do iealida
expressdo de rBmTls. (b) Western bloting da rBmEthtra: 1) Anticorpc
monoclonal antHis; 2) soro de bovinos vacinados com peptide@soat BmT];
3) soro de camundongo vacinado com rBmwB)Ssoro de camundongo vacing

com extrato de larva.
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Figura 3. Reconhecimento daBmiTl pelo anti-soro de bovinos imunizados com antdgerbsorbancia dos
testes ELISA das amostras de soro coletadas sbementa a partir de dois grupos de seis bovinosiirados
em 0, 15 e 30 dias coBmTIS (linha clara ) e Montanide ISA (linha escura).

Tabela 1 Resultados do desafio com larvas de carrapattsstede estabulo.

Parametro Grupo Controle Grupo Imunizado Reducéo %)
NGmero total de carrapatos 4,594 3,209% 30,14
Média dos nimeros de carrapatos 766 5342

Peso Total dos carrapatos ingurgitados 13346 674 49,07
Peso das fémeas ingurgitadas 0293 0.210°

Peso dos ovos/niimero de carrapatos 0.1380° 0.148°

Peso dos ovos/ Peso das fémeas 0,522 0,522

ingurgitadas

Eclodibilidade 96.63 87.96 8.67

Peso em gramas; numero médio de carrapatos eragedgaroducédo de um bovino.

Letras diferentes na mesma linha indicam diferemtee as médias com nivel de significancia de 596.035).

Tabela 2 Comparacao do alinhamento dos aminoacidos da Bindd+ as BmTIs testadas
em ensaios vacinais

BmTI-6 Identidade Imunoprotecéo
BmTIS 99,00% 31,80%
BmTI-A 38,00% 72,80%

sintetic_ BmTI 37,00% 18,40%



