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RESUMO

PIMENTEL, Jorge Couto M. S., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2002. A vacina sintética SBm7462 no controle do carrapato Boophilus
microplus (Canestrini, 1887) em animais estabulados e a campo.
Orientador: Joaquin Heman Patarroyo Salcedo. Conselheiros: Marlene Isabel
Vargas Viloria e John Furlong.

O peptideo sintético SBm7462 foi avaliado como imundgeno para o controle do
carrapato Boophilus microplus em teste misto (estdbulo e campo). O estudo se
realizou com as doses de 1,0mg e 2,0mg em 30 bovinos da raca holandesa com
média de grau de sangue de 91,16% (H/Z), os quais foram mantidos sob o
manejo rotineiro no Campo Experimental do Centro Nacional de Pesquisa em
Gado de Leite EMBRAPA/CNPGL em pastos altamente infestados com larvas
dessa espécie de carrapato. Os animais foram separados em trés grupos: vacinal
2,0mg, vacinal 1,0mg e controle, sendo os grupos vacinais imunizados nos dias
0, 30 e 60 a campo. Foram realizadas a contagem de carrapatos € a coleta de
sangue semanalmente, a partir do dia 0. Duas semanas apds a terceira inoculacdo,
os animais foram levados para baias individuais e submetidos a uma infestacdo
artificial com um total de 4.500 larvas/animal de B. microplus (amostra “Porto
Alegre”). A partir do 19° dia posinfestagdo, foram coletadas as teledginas
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desprendidas, contadas, pesadas, identificadas e incubadas em estufa B.O.D. por
quinze dias, quando os respectivos ovos foram pesados. A andlise da fertilidade
desses ovos e a viabilidade das larvas provenientes foram também analisadas. A
cinética da producdo de anticorpos foi acompanhada através de ELISA, obtendo-
se titulos maiores para os grupos vacinais, estatisticamente diferentes do grupo
controle (p<0,01). Os pardmetros biologicos foram analisados levando-se em
conta o numero de teledginas, peso dos ovos e fertilidade dos ovos. A eficicia foi
de 15,8% para a dose de 1,0mg do peptideo sintético SBm7462 e de 53,29% para
2,0mg, com diferengas estatisticas significativas entre os grupos 1,0mg, 2,0mg e
controle (p<0,05). Quanto a avaliagdlo do nimero de carrapatos a campo, nao
houve diferenca estatistica entre os grupos testados. Os resultados obtidos
mostram que o peptideo sintético SBm7462 ¢ uma alternativa vidvel para o
controle do carrapato comum dos bovinos, pela sua eficicia, seguranca e baixo

custo.



ABSTRACT

PIMENTEL, Jorge Couto M.S., Federal University of Vicosa, February, 2002.
The synthetic vaccine SBm7462 in the control of the tick Boophilus
microplus (Canestrini, 1887) in animals in stable and in field Adviser:
Joaquin Hemén Patarroyo Salcedo. Committee Members: Marlene Isabel
Vargas Viloria and John Furlong.

The synthetic peptide SBm7462 was evaluated as immunogen for the control of
the tick Boophilus microplus in mixed test (stable and field). The study was done
with the quantty of 1,0mg and 2,0mg of the peptide SBm7462 on 30 Holstein
female cattles (91,16% H/Z), which were maintained under the routine handling
in the experimental field of the Centro Nacional de Pesquisa em Gado de Leite-
EMBRAPA/CNPGL on pastures highly infested with larvaes of that tick species.
The animals were separate in three groups: vaccinated with 2,0mg, vaccinated
with 1,0mg and control, being the vaccinated groups immunized on the days O,
30 and 60 in field. The count of the adults females ticks and the blood collection
were weekly done, starting from the day 0. Two weeks after the third inoculation,
the animals were taken to individual stalls and submitted to an artificial
infestation with 4.500 larvaes/animal of B. microplus (strain “Porto Alegre”).
Starting on the 19°. day post-infestation, the adult females ticks were collected,
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counted, identified, weighed and incubated in B.O.D. After 15 days, the
respective eggs were weighed. The analysis of the eggs fertility and the viability
of the larvaes were also analyzed. The kinetics of the production of antibodies
was accompanied through of ELISA, being obtained larger titles for the
vaccinated groups with statistic differences to the control group (p < 0,01). The
biological parameters were analyzed through of the account the number of adult
females ticks, eggs weight and eggs fertility. The efficacy was of 158% for the
1,0mg of the synthetic peptide SBm7462 and of 53,29% for the 2,0mg, of the
same peptide, with significant statistical differences among the groups 1,0mg,
2,0mg and control (p < 0,05). When compared the number of ticks in field, there
was not statistic difference among the tested groups. The obtained results show
that the synthetic peptide SBm7462 is a viable altemative for the control of the
cattle tick, regarding its efficacy, safety and low cost.
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1-INTRODUCAO

O carrapato Boophilus microplus (Canestrini, 1887) ¢ um ectoparasita de
importdncia para a bovinocultura nacional e mundial, estando distribuido em
todas as regides tropicais e sub-tropicais. Os danos causados a saude animal
podem ser diretos ou indiretos, seja pela hematofagia, inoculacdo de toxinas e
depreciagdo do couro, assim como pela capacidade de transmitir patogenos de
alta morbidade e mortalidade. Conseqiientemente, hd aumento nos custos da
producdo bovina com gastos em medicamentos, insumos para o controle,
assisténcia técnica e pesquisa.

O método atualmente empregado no controle do B. microplus pode ser
classificado basicamente como quimico e inclui o uso sistematico de acaricidas
sob a forma de banhos de aspersdo, imersdo, tratamentos “pour-on” e farmacos
injetdveis. Entretanto, se constatatou o surgimento crescente de populagdoes de
carrapatos resistentes aos seus principios ativos, bem como danos ao ecossistema
pelos residuos quimicos. Tais fatos t€m levado os pesquisadores a testar métodos
alternativos de controle, como o controle biologico € o uso de vacinas
recombinantes € sintéticas.

TRAGER (1939) foi quem primeiro citou a imunidade adquirida a
carrapatos, mas somente nas ultimas duas décadas ¢ que surgem trabalhos de

pesquisa que utilizam extratos protéicos purificados a partir de células intestinais



de Boophilus microplus, bem como fazse uso de imundgenos recombinantes
com base na proteina Bm86. Esses antigenos foram denominados “antigenos
escondidos”, os quais ndo estariam expostos diretamente ao sistema imune do
hospedeiro, mas que poderiam ser utilizados como imundgenos, ja que, por
caracteristicas  peculiares da  interagdo  parasita-hospedeiro,  poderiam  ser
atingidos pelos fatores sangiiineos (WILLADSEN et al, 1989). A Bm86 foi
expressa, entdo, em Escherichia coli (RAND et al, 1989), baculovirus
(TURNBULL et al,1990; TELLAM, et al, 1992) e Pichia pastoris
(RODRIGUEZ et al, 1994) levando ao surgimento das vacinas recombinantes
MBm86, as quais produziram danos aos carrapatos provenientes de animais
imunizados.

Levando-se em consideragio as vantagens acerca dos peptideos
sintéticos  (NEURATH e KENT, 1986), foram desenhadas trés seqiiéncias
peptidicas  definidas como possiveis determinantes antigénicos da a proteina
nativa Bm86, a partir de sua seqiiéncia aminoacidica e de andlises
computacionais. Tais fragdes foram denominadas 4822, 4823 e 4824, as quais
foram hibridizadas de diferentes formas obtendo-se os peptideos sintéticos
SBm4912, SBm7462 e SBm19733, de acordo com a seqiiéncia definida no Livro
de Controle do Instituto de Inmunologia do Hospital San Juan de Dios, na cidade
de Santa F¢ de Bogotd, Colombia, onde foram sintetizados. Tais peptideos foram
testados por OLIVEIRA (1998) e PORTELA (2000) em condigdes de

confinamento obtendo-se uma maior eficiéncia para 0 SBm7462.



2- OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar diferentes doses do peptideo sintético SBm7462 como imunogeno
para o controle do carrapato Boophilus microplus em animais estabulados e a

campo.

2.2. Objetivos especificos

- Avaliagdo da resposta imune contra o peptideo sintético SBm7462 em
bovinos sob condigdes naturais de manejo a campo;

- Estudo da cinética de anticorpos induzidos contra o peptideo sintético
SBm7462;

- Analise da eficicia da resposta imune anti-peptideo sintético SBm7462
em bovinos inoculados para o controle do B. microplus, tendo como
parametros a reducdo do numero de teledginas, redugdo do peso dos
ovos e reducao da fertilidade dos ovos;

- Analise da sobrevivéncia nas pastagens de larvas de B. microplus

provenientes de animais inoculados com SBm7462.



3 - REVISAO DE LITERATURA

3.1. O carrapato Boophilus microplus

A palavra Boophilus ¢ de origem grega e significa Boo (boi) e philus
(amigo), ou seja, amigo do boi. O carrapato comum dos bovinos, Boophilus
microplus, tem sua origem no continente asidtico infestando antilopes, cervideos
e bufalos, de onde se disseminou para todos os paises de clima tropical e
subtropical do mundo pelo trafego de animais (HOOGSTRAL, 1985). Esta
distribuido em praticamente todos os paises compreendidos entre os paralelos 32
de latitude norte e 35 de latitude sul, sendo o principal ectoparasita na pecuaria
desses paises (NUNEZ, et al, 1982). Mais recentemente, ESTRADA-PENA
(1999) demonstrou a distribuicdo deste carrapato na América do Sul, por
predicdo espacial, estando amplamente distribuidlo no norte da  Argentina,
Paraguai, Uruguai, leste da Bolivia, Colombia e Venezuela, além do Brasil, com
especial atencdo as regides Sudeste e Centro-oeste e toda a costa brasileira,
obviamente pelas boas condicdes de umidade e temperatura e pela exploragdo
pecudria mais intensa.

Dificilmente podera ser encontrado um ectoparasita mas prejudicial a
economia pecudria do que o B. microplus. Afima-se que mais de 75% da

populacido  bovina mundial ¢ atingida pelo parasitismo deste  carrapato



(CORDOVES, 1997). No Brasil, dados do Ministério da Agricultura de 1983
relatam que o B. microplus estd presente em 96% dos municipios informantes
(73,37% dos municipios brasileiros), sendo que em 80% deles ¢ muito freqiiente
(VERISSIMO, 1993).

Taxonomicamente, pode-se classificilo da seguinte forma, segundo
NUNEZ et al. (1982):

Filo Arthropoda;

Classe Arachnida;

Ordem Acari;

Familia Ixodidae;

Género Boophilus ;

Espécie: Boophilus microplus (Canestrini, 1887).

Apesar do gado bovino se constituir no principal hospedeiro para B.
microplus, outros animais domésticos ou ndo, podem se comportar Ccomo
hospedeiros, dentre os quais, bufalos, jumentos, burros, ovinos, caprinos, caes,
gatos, porcos, veados, ongas, preguicas e cangurus (ARTHUR, 1960; RIEK,
1959 e ROCHA et al., 1969) e at¢ o homem, sendo que nele dificilmente haveria
continuidade do ciclo evolutivo (GREEN, 1971).

Este carrapato ¢ conhecido como “de um s6 hospedeiro” e seu ciclo
evolutivo pode ser estudado em dois tempos ou fases: parasitiria e nao
parasitaria. A primeira compreende desde o inicio da fixagdo das larvas em
hospedeiro susceptivel at¢ o término da mesma, quando os adultos, incluidas as
fémeas fecundadas e ingurgitadas, caem desse hospedeiro. Ja a fase ndo
parasitiria comeca com a fémea fecundada e ingurgitada, depois que ela se
desprende do hospedeiro, caindo no chdo para realizar o ovoposicdo e termina
quando: a) as larvas oriundas de ovos ganham acesso ao hospedeiro susceptivel
ou b) quando a fémea morre sem efetuar a ovoposicdo ou produz ovos inférteis
ou, ainda, quando suas larvas morrem sem alcancar um hospedeiro adequado

(PEREIRA, 1982).



3.2. A importancia do Boophilus microplus

O B. microplus é o ectoparasita mais importante para a pecudria bovina
atual. Os prejuizos vém desde a perda de peso, baixa conversdo alimentar, perdas
na qualidade do couro, como conseqiiéncia de lesdes da pele. Também favorece a
presenca de milases, anemia e transmissdo de agentes patogénicos que provocam
graves enfermidades, podendo levar & morte dos animais.

Tais prejuizos podem ser classificados como: diretos e indiretos. O danos
diretos sdo causados pela hematofagia intensa, realizada principalmente pelas
fémeas, podendo chegar a uma quantidade de 0,6 a 3ml por teleogina (ARTHUR,
1960) levando a perdas na producdo, sendo proporcional a intensidade e
freqiiéncia das infestagdes (CORDOVES, 1997). FURLONG et al. (1996)
constataram um pequeno declinio na producdo de leite em infestagdes crescentes
sucessivas. Na Australia, JONSSON ef al. (1998) estimaram que cada teledgina
seria responsavel pela queda de produgdo diaria de 89ml de leite e de 1,0g de
peso corporal. Nos locais parasitados pelos carrapatos sdo produzidas cicatrizes,
edemas e processos infecciosos os quais danificam o couro, depreciando-o.
Também deve ser considerada a inoculagio de componentes bioativos, os quais
podem levar a reagdo de hipersersibilidade (SAUER et al., 1995).

Os prejuizos indiretos estdo relacionados com a transmissdo de agentes
patogénicos, principalmente hematozodarios; no Brasil os mais importantes sdo
Babesia bovis e B. bigemina, tendo participagdo também na epidemiologia de
Anaplasma marginale (PATARROYO, 1994) e at¢é a transmissdo de Theileria
equi (GUIMARAES et al., 1998).

Obviamente, as perdas sdo considerdveis quando se tém altas infestacOes.
CORDOVES et al. (1986) consideram esse conceito muito varidvel e que
necessita ser determinado casuisticamente. Em Cuba, as infestagdes mais
freqiientes sdo mais baixas que aquelas consideradas altas ou mesmo médias em
paises com baixos indices de infestacdo; embora, se levar em conta conceitos
como a instabilidade enzodtica a babesiose, a situacdo torna-se agravante. Na

Austrdlia, um numero acima de 20 carrapatos com tamanho superior a 4,5mm ¢



considerado um limite econ6mico para se determinar tratamento de carrapatos
(CORDOVES, et al., 1986). No Brasil nio se tem um limite econdmico para a
infestacdo por carrapatos.

No Meékxico, calculowrse em 30kg de came por animal/ano, as perdas por
B. microplus (WOODMAM et al., 1983); enquanto que na Austrdlia estima-se a
perda econdémica entre U$S 4 a 5 por bovino (WHARTON, et al, 1980). No
Brasi, HORN e ARTECHE (1985) estimaram em 800 milhdes de dodlares os
prejuizos diretos e indiretos, j& o Ministério da Agricultura, em trabalho realizado
no biénio de 1983/1984, cleva esse valor a cifra de um bilhdo de dodlares anuais,
sendo que 40% desse montante ¢ relativo a perdas na producdo leiteira. Os

maiores prejuizos foram determinados nas regides Sudeste (37%), Sul (24%) e
centro-oeste (18%) (BRASILIA, 1985, citado por VERISSIMO, 1993).

3.3. Interacgio entre o meio ambiente e o ciclo do Boophilus microplus

As condigdes ambientais exercem um papel determinante nas condigOes
de distribuicdo do B. microplus em uma determinada regido.

A fase parasitiria ¢ pouco afetada pelas condigdes climaticas ambientais
(RIEK, 1965). Devido a isso, serdo as condicoes oferecidas pelo proprio
hospedeiro que passam a ocupar um papel preponderante no desenvolvimento
dos carrapatos. Estes parasitas vao selecionar alguns locais no hospedeiro para se
implantarem, na dependéncia de alguns fatores que sdo a qualidade especifica do
pélo (espécie do hospedeiro, resisténcia aos carrapatos, espessura, capilarizagio,
etc.), qualidade topografica da pele (temperatura, possibilidade de ser alcangado
pelo processo de auto-asseio e protecdo contra predadores) e também da
concorréncia com outras espécies de carrapatos. O B. microplus prefere as
regides do ubere, bolsa escrotal, entrepernas e a barbela, embora possa também
parasitar o pavilhio auricular (CORDOVES, 1997). Segundo NUNEZ et al.
(1982), o tempo médio para uma larva se desprender como teledgina, depois que
se fixou no hospedeiro susceptivel, ¢ de 23 dias; no Brasil, FURLONG (1998)

cita a fase parasitaria com uma duragdo de 18 a 22 dias.



Por outro lado, a fase ndo parasitiria sofre enorme influéncia das
condigoes ambientais (FURLONG, 1998). O periodo de pré-postura,
influenciado pela baixa temperatura (¢ ndo pela umidade), pode ser atrasado
alguns dias como mencionado por LONDT (1974). Os trabalhos de
ALVARADO e GONZALES (1979) verificaram que 91% da ovoposicdo de B.
microplus ocorreu até o 10° dia de postura. Em estudo semelhante, DE LA
VEGA (1976) observou que 99,9% dos ovos desta espécie foram eliminados até
o 13° dia de postura, sendo que a duragio deste periodo é dependente da fémea
estar ou ndo fertilizada, havendo correlagdo positiva entre o peso da fémea e o
numero de ovos produzidos, bem como de esta fémea ter ingerido um volume
critico de sangue para a postura se iniciar.

A incubagdo dos ovos € o periodo evolutivo mais susceptivel a
dessecacdo, caracteristica que pode exercer papel limitante na distribuigdo
geografica das espécies. Ovos de B. microplus mantidos em temperaturas entre
21,I°C e 36,6°C, submetidos a umidades relativas proximas & saturacio
apresentam pico de eclosdo no segundo dia apoés o inicio da mesma, enquanto
que ovos da mesma espécie quando submetidos a umidades relativas inferiores a
70%, nao eclodem. Isto porque os ovos, ao contrario das larvas ou dos adultos,
ndo absorvem 4gua, mesmo quando em umidades relativas de 95% e que esta
umidade relativa critica esta em funcdo da qualidade da camada de cera que
envolve o0s ovos — uma caracteristica enddgena da espécie (HITCHCOCK,
1955a, LONDT, 1975). Também CORDOVES (1997) lembra que os ovos sdo
mais susceptiveis a desidratacdo que as larvas e que, em condigdes Otimas, a
fertilidade dos ovos € muito grande (mais de 85%).

As larvas sdo mais vulnerdveis que os ovos as baixas temperaturas e a
duracdo da fase larval ¢ influenciada pelas condi¢oes de temperatura e umidade
relativa as quais o embrido ¢ submetido (HITCHCOCK, 1955a). O mesmo autor
relata que as larvas de B. microplus em condicoes Otimas em laboratorio podem
sobreviver até 8 meses.

O aumento do nimero de carrapatos durante a estacdo chuvosa pode ser
determinado  pelo aumento da umidade relativa, crescimento rdpido das

pastagens, proporcionando abrigo adequado e elevacdo da temperatura, o que



levaria a aumentos sazonais da populagio de carrapatos no decorrer do ano —
fenomeno chamado “spring rise” (SNOWBALL, 1957), o que ndo se observa na
maior parte do Brasil; um exemplo ¢ que na regido Sudeste pode ocorrer cerca de
tr€s a quatro geragdes de carrapatos no decorrer de um ano, com uma uUnica
fémea podendo originar cerca de 3.000 novas larvas, sendo a populacdo
distribuida da seguinte forma: 95% na pastagem e 5% parasitando os animais
(FURLONG, 1998). Ja na regido Sul do Brasil, o “spring rise” ¢ observado e o
numero de geragdes de carrapatos durante o verdo ¢ de 2 a 3, com inicio na

primavera (CORDOVES, 1997).

3.4. Relacao parasita-hospedeiro

A resisténcia do hospedeiro ao carrapato tem sido entendida na Austrilia
como a proporcao de carrapatos que ndo conseguem alcancar a idade adulta
(WHARTON et al, 1971). Em infestagdes com 20.000 larvas, considerando
igual o nimero de machos e fémeas, um bovino que apresentasse 1.000
carrapatos adultos teria uma resisténcia de 100[(10.000 — 1.000)/10.000] = 90%
(UTECH et al, 1978). Sendo assim, a resisténcia dos bovinos ao B. microplus,
segundo UTECH (1979), pode ser classificada em:

- Muito resistente: >98%;

- Moderadamente resistente: 95 — 98%;

- Pouco resistente: 90 — 95%;

- Muito pouco resistente: < 90%.

UTECH et al (1978), trabalhando com novilhas de diferentes racas na
Austrdlia, citam que animais da raca Brahman apresentam 99% de resisténcia ao
B. microplus, Hereford 85,6%, Jersey 97,7% e Holandesa 85,3%.

Geralmente, o Bos indicus ¢ mais resistente aos carrapatos que o Bos
taurus. O Zebu convive ha milhares de anos com os carrapatos, o que facilitou
provavelmente uma selecdo natural e o gado europeu ¢ mais sensivel pelo pouco
tempo de contato com os carrapatos. Entretanto, existem ragas com diferentes
graus de resisténcia, mesmo dentro das européias ou zebuinas (LEMOS, 1986).

Igualmente, ha relatos sobre casos de variagdo individual dentro de uma mesma



raca e/ou rebanho, os quais estariam relacionados a caracteristica polimorfica dos
genes que codificam o Complexo Maior de Histocompatibilidade (MHC),
primordiais na apresentacdo de antigenos e na comunicagdo entre c€lulas do
sistema imune (STEAR et al., 1989; HUGHES e YAGER, 1998).

Pesquisas desenvolvidas na Austrdlia revelaram que os animais mais
susceptiveis de um rebanho carregam cerca de 50% do total de carrapatos de uma
propriedade (POWELL e REID, 1982). FURLONG (1998) cita que em qualquer
rebanho tratado com determinado carrapaticida existem alguns animais que
sempre se infestam mais que outros e que representam aproximadamente 15 a
20% do rebanho.

As citagdes acima concordam com os relatos de WHARTON ¢ NORRIS
(1980) de que em uma mesma raga podem ser encontrados animais com
diferentes graus de resisténcia. Estes autores encontraram em rebanhos de corte
da raga Brahman 80% de seus individuos muito resistentes ao Boophilus
microplus e menos de 20% com resiténcia moderada. Para animais meio sangue
Brahman-europeu, 50% do rebanho apresentou resisténcia alta, 40% moderada e
10% baixa ou muito baixa. J4 para bovinos de leite, a raca Jersey apresentou 70%
de seus individuos muito resistentes € a raca holandesa menos de 5%, sendo que
para esta lltima, mais de 60% dos individuos apresentou resisténcia muito baixa.

RIEK (1962) relata que a resisténcia dos bovinos pode ser descrita de
duas formas: resisténcia inata e adquirida, sendo a primeira aquela que ndo
depende do contato prévio do bovino com o B. microplus, mas de fatores inatos
como o comprimento dos pélos (pélos curtos favorecem a resisténcia), espessura
e dureza da pele e habitos do animal. Por outro lado, a resisténcia adquirida
comeca a se evidenciar depois que o animal foi exposto a algumas infestagdes
por carrapatos. A resisténcia naturalmente adquirida tende a ser mais efetiva
contra larvas de ixodideos do que contra ninfas e adultos, ao contrario da
imunidade adquirida induzida pelos antigenos escondidos (ALLEN, 1994).

Especulagdes sdo feitas tentando relacionar alguns fatores como
possiveis anticorpos especificos contra glandulas salivares (WILLADSEN et al.,
1978), reagdes celulares (WILLADSEN, 1980) e reacoes de hipersensibilidade
(LEMOS, 1986) ao fendmeno de imunidade adqurida, embora as citagdes
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presentes ndo se referem, especificamente, a carrapatos monoxénicos, como o B.
microplus. BROSSARD e WIKEL, em 1989, citaram que o desenvolvimento de
resisténcia a carrapatos, apds diversas infestagdes sucessivas, ¢ um fendmeno
tipicamente imunoldgico, no qual estariam envolvidas todas as células e fatores
intermedidrios do sistema imune; FIVAZ e NORVAL (1990) e USHIO et al.
(1993) constaram uma elevacdo dos niveis de IgM, IgG e IgE, num quadro tipico
de Reacdo de Hipersensibilidade Tipo I. Porém, SONENSHINE (1991a) diz estar
envolvida uma Reagdo de Hipersensibilidade do Tipo I ou do Tipo II.

Cabe lembrar que, at¢ hoje, ainda ndo se provou definitivamente que a
hipersensibilidade tenha um papel importante na protecdo contra o carrapato,
sendo que as evidéncias clinicas sugerem que hipersensibilidade e resisténcia
podem ndo se correlacionar (BARRIGA, 1994).

Com relagdo ao parasita, deve-se levar em consideracdo que, ao se fixar
no hospedeiro, ele secreta uma ampla gama de substancias, produzidas em suas
glandulas salivares, as quais tm como funcdo, ndo somente a fixagdo, mas
também facilitar e promover a ingestdio de alimento através da vasodilatagdo,
inibigdo da agregacdo plaquetdria e da coagulagdo sangiiinea, retardo no processo
de reparacdo da lesdio e modulagio da resposta inflamatéria do hospedeiro
(KAUFMAN, 1989; WIKEL, 1996). Pode-se citar, ainda, o decréscimo da
porcentagem de linfécitos periféricos no sangue por possiveis inoculagdes de
substancias imunodepressoras podendo, tal fato, ter um papel importante na
transmissdo de doengas por hemoparasitas (INOKUMA, et al., 1993). Os
mesmos autores relatam que espécies diferentes de carrapatos  possuem
atividades  diferentes de suas toxinas quanto a intensidade de agdo
imunossupressora ou de provocar hipersensibilidade e que a atividade inibidora
da resposta imune esta mais relacionada com os niveis de prostaglandina E,.

As principais atividades inibidas pela saliva do carrapato foram descritas
como sendo o aumento da producdo de citocinas tipicas de respostas Th2 e

diminui¢do daquelas relacionadas com Th1 (BROSSARD e WIKEL, 1989).
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3.5. Métodos de controle

3.5.1. Controle quimico

E de 1895 o primeiro relato do uso de compostos arsenicais na Australia
(NEWTON, 1967), sendo que seu uso intensivo se deu no inicio do século XX.
Posteriormente, em 1939, se descobriram as propriedades ixodicidas dos
organoclorados (DDT e BHC), produtos com poderes residuais, até entdo, nunca
vistos, com grande impacto ambiental e residuos altamente toxicos (NUNEZ, et
al, 1982), dos quais ja se tinham relatos de resisténcia dezoito meses apOs a sua
implantagdo (GRILLO, 1976), razdo pela qual nos anos 60 foram impostas
restricoes ao seu uso. Paralelamente ao uso dos organoclorados, novas moléculas
estavam sendo pesquisadas, surgindo, entdo, os organofosforados (derivados do
acido fosforico) em meados dos anos 40. Dentre eles o Diazinon, Dioxathion,
Coumaphos e FEthion, os quais levaram a grandes conquistas na luta contra
insetos e artropodes, embora ndo tardou o aparecimento da resisténcia
(WHARTON, 1974).

Na década de 70, surgiram novas linhas terapéuticas e outros compostos
chegaram ao mercado, como as formamidinas, as ciclomidinas e os piretroides.
Estes mostraram um periodo ainda mais curto de eficiéncia (LODOS et al.,
1999). Na década de 90, novas moléculas comegaram a ser empregadas, como o
fipronil e os inibidores de écdise, paras os quais estudos de resisténcia estdo
sendo desenvolvidos (DAVEY et al, 1998).

Atualmente, outras drogas estdo sendo testadas, como o “‘spinosad”’,
derivado da fermentagdo da levedura Saccharopolyspora spinosa, composto de
spinosad A e D, com modo de acdo semelhante aos piretrdides, com rapida
degradacdo e baixa resisténcia cruzada, mas com eficicia ainda varidvel
(DAVEY, et al.,2001).

Entende-se por resisténcia de carrapatos a carrapaticidas o processo de
selecdo genética em que alguns carrapatos de uma populacdo sobrevivem apds
exposicdo continuada a uma familia ou grupo quimico carrapaticida — letais para

a maioria dos individuos normais da espécie - chegando a um ponto em que toda
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a populagdo ¢ resistente (FURLONG, 1998). PATARROYO e VARGAS (1982)
consideram como axiomatico o fato de que, uma vez tenha aparecido resisténcia
comprovada a um acaricida de determinado grupo quimico, ela ¢ irreversivel e
que o emprego de uma mesma base quimica apds determinado tempo ndo terd
qualquer proveito para o controle do carrapato, porém existem davidas quanto a
resisténcia contra as amidinas. RIDLES e NOLAN (1986) afirmam que pode
ocorrer resisténcia cruzada a alguns produtos de grupos quimicos diferentes,
como o caso dos clorados com os piretroides.

Sao muitos os relatos de populagdes resistentes a carrapaticidas no
Brasil, como demonstrado no Sul de Minas Gerais (PATARROYO e COSTA,
1980), em Garanhuns, Pemambuco (FAUSTINO e OLIVEIRA, 1996) e, mais
recentemente, na regido de Ilhéus, Bahia (CAMPOS JUNIOR, 2001).

3.5.2. Controle alternativo

Virios sdo os métodos alternativos estudados para o controle do B.
microplus, apesar disso, ainda ndo hd um bom candidato a imundgeno para um
controle efetivo.

O emprego de predadores naturais do B. microplus ¢ citado por ROCHA
(1984) ¢ BRANCO e PINHEIRO (1987) ou, ainda, o uso de fungos ou bactérias
(LIPA, 1971; BITTENCOURT, 1992). Tentativas de se conseguir machos
hibridos estéreis através do cruzamento do B. microplus com B. annulatus € uma
outra alternativa (OSBURN e KNIPLING, 1982), embora HILBURN e DAVEY
(1992), testando cruzamentos entre B. microplus € B. annulatus, observaram que
a tendéncia de cruzamentos intraespecificos era superior aos de cruzamentos
mterespecificos. O uso de pastagens que dificultariam a subida das larvas como o
capim gordura (Melinis minutiflora) (THOMPSON, et al, 1978) ou a propria
rotacdo de pastagens (SUTHERST, et al, 1982) sdo, também, alternativas.
Igualmente, a selecdo de ragas de bovinos que hereditariamente t©€m uma menor
predisposicdo ao desenvolvimento dos carrapatos, ¢ um método de controle

utilizado em alguns paises como a Australia (LEMOS, 1986).
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Apesar das numerosas tentativas, o controle quimico ainda ¢ o mais
utlizado e o surgimento de resisténcia € constante. Sendo assim, fazse
necessario a busca de novas alternativas que possam minimizar as perdas
causadas por este parasita, com uma interagdo entre o manejo, a selecdo genética

e o desenvolvimento de vacinas (LABERTHE, 1994).

3.5.3. Controle imunologico

As vacinas em medicina veterinaria  tém, classicamente, enorme
importancia para a produgdo, para animais de companhia e em saide publica,
controlando doencas como febre aftosa em bovinos, parvovirose em caes,
rinotraqueite em gatos, pseudoraiva em suinos € a raiva em praticamente todas as
espécies domésticas (MARTINOD, 1999). Mais recentemente, novos candidatos
a vacinas t€m surgido para o controle de coccidiose aviaria, toxoplasmose em
ovelhas, vermes gastrointestinais e carrapatos em bovinos (DALTON e

MULCAHY, 2001).

3.5.3.1. Vacinas contra parasitas em Medicina Veterinaria

Nos ultimos 15 anos, aumentaram as pesquisas sobre o isolamento e
caracterizagdo de proteinas que atuam como imundgenos, técnicas imunoldgicas
e métodos de clonagem de genes para o desenvolvimento de vacinas (DALTON
e MULCAHY, 2001). Tais pesquisas buscam, principalmente, proteinas
conservadas durante os diversos estagios de desenvolvimento do parasita, as
quais podem estar envolvidas nos mecanismos de evasdo da resposta imune inata
e adaptativa de muitos parasitas. Estes mecanismos de evasdo explicariam a
persisténcia do agente por longo tempo e a imunopatologia causada por infecgdes
cronicas que estimulam continuamente o sistema imune (COX, 1997) e
justificam o pequeno nimero de vacinas registradas na éarea de parasitologia,
sendo que a maioria dos imunogenos ¢ proveniente de parasitas atenuados.

Vacinas  atenuadas  incluem larvas irradiadas contra  Dictyocaulus
viviparus (PEACOCK e POYNTER, 1980) e Dyctiocaulus filaria (SHARMA et
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al., 1988), Toxoplasma gondii atenuado (BUXTON, 1993), coccidios atenuados
(ROSE e SLIFKO, 1999; WILLIAMS, 1993), imundgenos baseados em babesias
atenuadas (PURNELL, 1980), contra teilerioses, como Theileria annulata
(HASHEM-FESHARKI, 1988) e Theileria parva (DOLAN, 1987), utilizando
esquizontes atenuados. A desvantagem destas vacinas ¢ que a maioria delas pode
apresentar problemas de uniformidade e preparagdo, assim como reversao de
viruléncia e indu¢do de danos imunopatologicos.

A busca por imundgenos mais puros levou a pesquisas como a de
ALGER e CABRERA (1972) que constataram maior taxa de mortalidade de
mosquitos  Anopheles  stephensi  alimentados em coelhos vacinados com um
extrato de intestno deste mosquito, a diferenca daqueles que tinham se
alimentado em coelhos n3o vacinados. Ainda, SCHLEIN e LEWIS (1976),
usando musculos tordcicos de Sftomoxys calcitrans para vacinar coelhos,
observaram que os parasitas que se alimentavam nesses animais apresentaram
alta taxa de mortalidade e diminuigdo do crescimento. Embora com resultados
ndo significativos, extratos intestinais de outros artropodes também t€m sido
utilizados como  Aedes egypti (SUTHERLAND e EWEN, 1974),
Ctenocephalides felis felis (OPDEBEECK e SLACEK, 1993) e Rhipicephalus
sanguineus (SZABO e BECHARA, 1997).

Mais  recentemente, comegaram a  ser  utilizados  imunogenos
recombinantes expressos em  Escherichia coli, dentre eles: o EG95 de
Echinococcus granulosus e os 45W, Tol8 e Tol6 de Taenia ovis, com graus de
protecdo variados podendo chegar entre 96-100% para o EG95 em experimentos
com bovinos na Nova Zelandia, Austrdlia, Argentma e Chile (DALTON e
MULCAHY, 2001) e em tommo de 90% para as proteinas isoladas de 7. ovis, ja
disponivel comercialmente (JOHNSON et al, 1989; LIGHTOWLERS et al,
2000).

Outros  imundgenos desenvolvidos sdao aqueles contra Haemonchus
contortus, de baixo peso molecular, conhecidos como HIl e H-gal-GP, enzimas
exclusivamente expressas nas microvilosidades deste nematddeo e que devem
estar envolvidas com o processo de digestdo; tais imundgenos atuam

biologicamente sobre a viabilidade do parasita e sua ovopostura, chegando a um
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grau de protecdo entre 72-93% (NEWTON e MUNN, 1999; SMITH, 1999). O
maior progresso alcangado foi, entretanto, na area humana, através de uma vacina
sintética contra maldria, conhecida como SPf66, a partir de uma combinacdo de
trés peptideos sintéticos contra o estagio sexual do Plasmodium falciparum, com
indices de protegdo que variam de acordo com a area onde foi analisada
(PATARROYO, et al, 1987, JONES e HOFFMAN, 1994; BILLINGSLEY, P.
F., 1994; D'ALESSANDRO et al., 1995).

3.5.3.2. Vacinas contra carrapatos

Do ponto de vista imunologico, o primeiro relato de imunidade do
hospedeiro a carrapatos foi feito em 1911 por NUTTAL, referindo-se ao
fenomeno de imunidade natural em humanos. Posteriormente, TRAGER (1939)
observou que em infestagdes repetidas de Dermacentor variabilis em cobaios e
coelhos, havia um aumento de resisténcia, solida o suficiente para reduzir o
numero de adultos, diminuir o peso ao desprendimento e diminuir o nimero de
ovos € larvas vidveis e que a imunidade ndo era estritamente local ou de
hipersensibilidade.

BROSSARD (1976) observou que a injecdo em bovinos de tecidos de
glandulas salivares de carrapatos era capaz de produzir alguma resisténcia. Em
1979, ALLEN ¢ HUMPHREY imunizaram bovinos com extratos intestinal e
genital de Dermacentor andersoni € observaram que o0s carrapatos que se
desenvolviam nos animais vacinados tinham sua fertilidade diminuida.

Os maiores €xitos na ativacdo do sistema imune para o controle de
carrapatos vieram com ACKERMAN ef al (1980), quando utilizaram extratos
totais de Dermacentor viriabilis e extrato de intestino para imunizar cobaias,
constatando que o segundo mostrou-se mais eficiente em retardar o
desprendimento, diminuir a ovoposicdo e a fertilidade dos ovos. Esse trabalho,
complementado pela classificacgdo dada por GALUN (1975), veio definir o
conceito de antigenos escondidos, os quais ficam normalmente fora do alcance
do sistema imune do hospedeiro, porém ao entrarem em contato com ele,

induziriam a wuma resposta imune protetora contra o0 parasita; conceito,
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posteriormente, aprimorado por WILLADSEN et al (1989). O uso desses
imundgenos ndo estd relacionado com uma resposta de hipersensibilidade ou
uma amplificacdo desta, como ocorre na resposta imune naturalmente adquirida,
mas sim em uma resposta imune induzida contra um antigeno alvo ndo exposto
na interrelacdo parasita hospedeiro natural.

JOHNSTON et al. (1986) observaram um maior grau de imunidade em
animais inoculados com extratos brutos de Boophilus microplus, quando
comparado com animais ndo inoculados. OPDEBEECK et al (1988),
imunizando bezerros da raga Hereford com extratos intestinais do carrapato
observaram uma reducdo de 87% na carga parasitiria em relagdo ao controle e
confirmaram, pelas lesdes histopatologicas observadas, que a imunidade era
induzida essencialmente por antigenos localizados no intestno médio do B.
microplus.

Em 1989, WILLADSEN et al. isolaram e purificaram uma proteina que
mimetizava as alteragdes biologicas no B. microplus induzidas pelas inoculagdes
com extratos brutos de carrapato em bovinos. Essa glicoproteina foi denominada
Bm86, com um peso estimado de 8%Da e ponto isoelétrico de 5.5.
Posterormente,  determinou-se a  seqiiéncia  aminoacidica  dessa  proteina,
constatando-se que era composta por 650 aminodcidos e que se encontrava em
pequena quantidade no intestino do carrapato adulto.

Para localizar a Bm86 no intestino do carrapato utilizaramrse  técnicas de
imunofluorescéncia indireta, imunohistoquimica e painéis de monoclonais, sendo
encontrada nas microvilosidades das células epiteliais do intestno (GOUGH e
KEMP, 1993), altamente concentrada préximo a membrana basal (LEE e
OPDEBEECK, 1994) e presente em larvas, ninfas e adultos (WILLADSEN,
1997). Entretanto, ndo se conhece totalmente qual a fungdo especifica da
proteina, tendo-se especulado sua participagdo no processo de endocitose de
metabolitos  digestivos, uma vez que esta funcdo encontra-se alterada nos
carrapatos  alimentados ~em  animais  vacinados = (WILLADSEN,  1997),
interferindo na ovoposicdo e na viabilidade das larvas provenientes dos ovos

afetados, as quais mostram  diminuicdo na  sobrevivéncia = (MORA

HERNANDEZ, et al., 1999).
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Para uma maior comodidade e facilidade na purificagdo para a obtencdo
do antigeno, j4 que eram necessarias de 40.000 a 60.000 teledginas para produzir
20 a 100pg de Bm86 (RAND, et. al, 1989), realizaram-se estudos genéticos que
propiciassem a produgdo em massa da proteina através da clonagem e expressao
do gene que codifica a Bm86 em Escherichia coli (RAND, et. al, 1989), em
Aspergilus nidulans e em Baculovirus (TURNBULL et al., 1990; TELLAM et
al, 1992). Notam-se pequenas diferencas estruturais na proteina recombinante,
mas nao existem diferencas na sua eficdicia como imunogeno (COBON e
WILLADSEN, 1990).

A vpartir desses estudos, entrou no mercado a primeira vacina comercial
contra carrapato em 1994 com o uso de técnicas de engenharia genética em F.
coli, denominada TickGARD", na qual a proteina recombinante Bm86 foi
adicionada de adjuvante oleoso (SMITH et al., 1995). No mesmo ano, langou-se
a segunda vacina comercial, chamada de Gavac'™, sendo a Bm86 expressa em
Pichia pastoris (RODRIGUEZ et al., 1994). A terceira vacina veio em 1996, a
TickGARD PLUS®, na qual além da Bm86 foi adicionada a Bm95 ¢ de um novo
adjuvante, chamado Vaximax, o qual induziria a producdo de titulos mais altos
de anticorpos especificos. Esta vacina foi testada com sucesso em vdrias ragas de
bovinos na Australia (WILLADSEN, 1997).

A agdo desses imunogenos ¢ reduzir o numero de carrapatos, a
ovoposigdo, o peso das teledginas e a fertilidade dos ovos (WILLADSEN, 1987;
MASSARD et al., 1995; OLIVEIRA, 1998; PORTELA, 2000).

Segundo MORA HERNANDEZ, et al (1999), baseando-se em
BALACHOV et al, (1972), a explicagdo da eficacia das vacinas estd no fato de
que a interacdo antigeno  nativo-anticorpo  interfere na  produgdo  de
hemixodovina, precursora da vitelogenina. Os mesmos autores consideram que
aproximadamente  5-10% da particula heme ingerida ¢ usada para o
desenvolvimento dos odcitos. Logo depois da quebra da hemoglobina, algumas
partes de ferro e heme passam a hemolinfa, ligando-se a proteinas especificas do
carrapato; este novo tipo de composto, heme-proteina ¢ chamando de
hemixodovina, cuja funcdo ¢ de reserva protéica durante a embriogénese, ¢ de

reserva energética nas larvas em jejum. TELLAM et al., (1992) observaram, em
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estadios imaturos, um aumento de 12 horas no tempo de ecdise de larvas para
ninfas de B. microplus provenientes de animais vacinados € que entre os varios
estagios, as fémeas adultas sdo as mais afetadas pelos anticorpos especificos, ja
que ingerem uma maior quantidade de sangue.

No Brasil, os primeiros testes conduzidos com a Gavac'" foram
realizados por MASSARD et al., em 1995, os quais obtiveram cerca de 40% de
reducdo no nimero de teledginas e 51% de eficicia total, em animais
estabulados. Em experimento a campo, realizado com gado holandés e mestico,
RODRIGUEZ et al (1995) observaran redugdo significativa do numero de
teleoginas sobre os hospedeiros, durante 36 semanas de desafio natural.
LABRUNA et al, (1999) observaram, em Carlos Chagas, estado de Minas
Gerais, que a vacina isoladamente foi eficaz em controlar a populagio de
carrapatos somente durante o periodo mais seco do ano. No sul do Brasil,
HUNGERFORD et al (1995) associaram o uso da TickGARDL com
tratamentos carrapaticidas, obtendo resultados satisfatorios.

Programas de vacinagdo com os antigenos escondidos possibilitam
diminuir o tratamento com acaricidas, aumentando o intervalo entre os banhos e
levando a um controle da populagdo do parasita no decorrer das geragdes
subseqientes nas pastagens (MORA HERNANDEZ, 1996).

Quanto a outros imunogenos testados, acredita-se que a Bm95 seja o
antigeno intestinal mais prevalente nas diversas cepas de carrapatos distribuidos
pelo mundo, de forma que seria o maior contribuinte para a eficacia da Bm86 em
populagdes de carrapatos onde as vacinagOes anteriores foram ineficazes,
permitindo anda mais um controle imunologico do B. microplus (DE LA
FUENTE, et al, 2000; GARCIA-GARCIA, et al, 2000). Em trabalhos feitos
com a “amostra A” de carrapatos argentinos resistentes a vacinagdo com BmS86,
GARCIA-GARCIA, et al(2000) relatam que vacinagdes baseadas na Bm95
foram eficazes na protecdo contra infestacdes de cepas resistentes e sensiveis a
Bm&6, com redugao do niimero de tratamentos acaricidas.

Em 1996, WILLADSEN et al. caracterizaram ¢ isolaram uma outra
proteina do B. microplus, denominada Bm91, presente no intestino e nas

glandulas salivares do carrapato. Este antigeno foi também clonado e expressado
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em E. coli, e ataria potencializando o efeito da BmS86, j4 que sozinho ndo se
mostrou um bom imunégeno. MCKENNA ef al. (1998) também isolaram de
fémeas ingurgitadas uma glicoproteina de membrana, denominada BMA7. Essa
proteina atuou biologicamente de forma semelhante 8 Bm91.

Outras alternativas estudadas sdo as catepsinas, enzimas com capacidade
de atuar sobre substratos como a hemoglobina e vitelna e que apresentam
potencial imunogénico (RENARD, et al, 2000) e as BYC (Boophilus Yolk pro-
Cathepsin), provenientes de ovos de B. microplus e com citagdo de protecao
parcial (DA SILVA VAZ, et al., 1998).

Tanto a TickGARDO (DE VOS, et al, 2001), quanto a Gavac' " (DE LA
FUENTE et. al, 2000) demonstraram agdo biologica sobre outras espécies de
carrapatos. A TickGARDU atuou sobre Boophilus decoloratus (70% de reducdo
da performance reprodutiva), Hyalomma anatolicum anatolicum (50% de
reducdo do peso das teledginas) e Hyalomma dromedarii, com 95% de reducdo
do mimero de carrapatos e 55% da redugdo de seu peso; por outro lado, testes
feitos com Rhipicephalus appendiculatus e com Amblyomma variegatum, nao
deram evidéncias de qualquer agdio biologica desta vacina. Para a Gavac' ", cita-
se eficacia no controle de B. annulatus e B. decoloratus, sensiveis ou resistentes
a acaricidas, em varias regides do mundo, como Australia, Africa, América e Ird;
para Hyalomma spp. € Rhipicephalus spp. ha indicagdes de prote¢do parcial.

Diferentes graus de susceptibilidade na vacinagdo com a Bm86 t€m sido
demonstrados (COBON, et al., 1995; DE LA FUENTE, et al, 2000), bem como
pequenas variacoes da proteina nativa entre diferentes cepas (DE LA FUENTE,
et al, 2000). Sendo assim, novas estratégias estdo sendo desenvolvidas na busca
de wvacinas multivalentes anticarrapato (DE VOS, et al, 2001). MORA
HERNANDEZ (1996), testando a campo a Gavac'" em animais mesticos no
Brasil, relata que entre os animais da raca holandesa havia animais que ndo
respondiam & vacinacdo, apresentando cargas consideraveis de carrapatos,
especialmente vacas idosas, debilitadas e no puerpério. Além disto, cita que o
grau de infestagdo entre os animais testados variava consideravelmente de 6 a
260 fémeas de carrapatos, sendo evidentes as maiores infestagdes em animais

com maior grau de sangue europeu.
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At¢ o momento ndo se evidenciou resisténcia induzida por pressdo de
selecdo de carrapatos submetidos ao controle imunolégico com Bm86, mas
WANG e NUTTALL (1999) sugerem que isto € possivel e enfatizam que a
protecdo depende da producdo de anticorpos especificos que sdo induzidos, mas
que as moléculas de imunoglobulinas passam por entre as c€lulas intestinais dos
carrapatos € caem na hemolinfa, ligando-se as “proteinas ligantes de anticorpos”
(IGBP) fazendo com que a atividade dos anticorpos seja diminuida ou perdida.
Acrescentam ainda, que pesquisas em Ripicephalus appendiculatus revelaram
que imunoglobulinas G do hospedeiro foram excretadas via salivagdo durante o
repasto sangiiineo, ou seja, os ixodideos teriam intrinsecamente um mecanismo
de evasdo contra a resposta imune humoral do hospedeiro. Entretanto, segundo

BOUE, et al. (1999), imunogenos com base na Bm86 sao considerados seguros.

3.6. Peptideos sintéticos

Os trabalhos de MERRIFIELD, em 1963, vieram a simplificar a
obtencdo de determinadas fracdes de proteinas com a sintese de peptideos em
fase solida. A separagdo molecular de antigenos protéicos tem sido pesquisada
ndo somente para melhorar o conhecimento em relagdo a epitopos determinados,
mas também toma possivel a modulagdio do sistema imunoldgico abrindo
horizontes para aplicagdes altamente Uteis em biologia molecular, bioquimica e
microbiologia (VAN REGENMORTEL et al., 1990).

O wuso de peptideos sintéticos tem se mostrado uma ferramenta
promissora na producdo de vacinas. Nas ultimas décadas, observa-se um
aumento de pesquisas em tomo da utilizagdo desses antigenos para o combate de
virus, bactérias e parasitas (AUDIBERT ef al, 1982; ROWLANDS, 1984;
NUSSENZWEIG & NUSSENZWEIG, 1986; KLIPSTEIN et al, 1986;
PATARROYO et al, 1988; SCHMIDT, 1990; BERZOFSKY, 1991;
REYNOLDS et al., 1994; ROBINSON et al., 1995)

Vantagens significativas no uso dos peptideos sintéticos sdo citadas por
NEURATH & KENT (1986), tais como alto grau de pureza, completa

caracterizagdo quimica, auséncia de contaminantes, completa reprodutibilidade,
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baixo custo de producdo e estabilidade, uma vez que ndo se observam enzimas
proteoliticas originarias de material biologico. PATARROYO et al (1995) citam
também a auséncia de mecanismos supressores, alérgicos e/ou autoimunes e
mecanismos de evas3o tipicos de microrganismos.

O desenho para uma vacina sintética eficiente requer informagdes
baseadas nos detalhes estruturais da molécula protéica nativa. Sendo assim,
contribuicdes t€m sido feitas por diversas metodologias como: cristalografia com
raios X, anticorpos monoclonais, técnicas de engenharia genética e programas de
informatica capazes de simular a estrutura protéica (MELNICK, 1986).

A partir da seqiéncia da Bm86, escolheramrse alguns peptideos com
possiveis caracteristicas antigénicas. A escolha de tais peptideos dentro da
estrutura da proteina integra se baseou em estudos de predicdo computacional de
sitios  imunogénicos, com base nas propriedades de proteinas, tais como
antigenicidade (HOOP e WOODS, 1981), potencialidade de alfa e beta hélice e
Beta Sheet (CHOU e FASMAN, 1978), hidrofobicidade e hidrofilicidade (KYTE
e DOOLITTLE, 1982). A partir dessas analises, foram escolhidas trés seqiiéncias
definidas como contendo alguns dos possiveis determinantes imunogénicos da
Bm86. Estas seqiiéncias foram desenhadas no LBCH/BIOAGRO/DVT da
Universidade Federal de Vigosa, Vicosa-MG, e sintetizadas no '"Instituto de
Inmunologia del Hospital San Juan de Dios" em Bogotd, Colombia. Esses
peptideos foram catalogados pelo livro de seqiiéncias como 4822 (a.a. 398411),
4823 (a.a. 21-35) e 4824 (a.a. 132-145) e foram hibridizados para se obter um s6
peptideo, listado como SBm4912' (seqiiéncia 4822-4823-4824), o qual tem duas
cisteinas nos terminais para polimerizacdo do mesmo, evitando assim, o uso de
moléculas carreadoras para ativagdo de uma resposta imunoldgica.

O peptideo sintético SBm4912 foir avaliado, experimentalmente, como
imundgeno para o controle de B microplus em bovinos da raca Hereford
estabulados por OLIVEIRA (1998) no LBCH/DVT/BIOAGRO, da Universidade
Federal de Vigosa, utilizando-se trés doses de 2,0 mg do peptideo e 1,5 mg de

'Pedido de Patente Nacional = PI 0001717-5. Pedido de Patente Internacional =
PCT/BR01/00057
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saponina. Avaliaram-se também dois grupos controles, um para o adjuvante e
outro como controle geral. Todos os animais foram desafiados com 1.500
larvas/dia, durante 3 dias consecutivos, a partir do 21° dia apds a terceira
inoculagdo. Obteve-se 23,45%, na redugdo do nimero de teledginas, 84% na
reducdo do peso médio das teledginas e 10,32% do peso médio da ovoposicdo,
segundo formulas descritas por DE LA FUENTE (1995). Foram demonstradas,
ainda, as interagdes in sifu dos anticorpos no epitélio intestinal das teledginas e as
lesdes produzidas por essas interagoes.

Devido a problemas com hidrossolubilidade e procurando-se aumentar a
imunogenicidade, os mesmos laboratorios desenvolveram outros dois peptideos,
denominados SBm7462° (seqiiéncia 4822-4824-4823) e SBm19733 (seqiiéncia
4822-4823-4824, contento pontes KEK entre as referidas seqiiéncias), também
baseado na estrutura da Bm86. PORTELA (2000) comparou a eficiéncia dos
peptideos SBm4912, SBm7462 e SBml9733, inoculando-os em animais
estabulados da raca Jersey, seguindo o modelo experimental de OLIVEIRA
(1998). As respectivas eficacias (p<0,01) foram: 724% para o peptideo
SBm4912, 81,05% para o SBm7462 e de 35,87% para o SBm19733, tendo sido
analisadas a redugdo no nimero das teledginas, redugdo do peso dos ovos e
reducdo da fertilidade, segundo DE LA FUENTE (1995). Tanto as interacdes in
situ dos anticorpos produzidos no intestino dos carrapatos, quanto as lesdes
produzidas por tais, foram confirmadas para os peptideos SBm4912 e SBm7462.
De posse de tais resultados, era necessario analisar em teste misto, campo e

estabulo, o peptideo SBm7462.
3.7. Memoria imunologica e as vacinas contra carrapatos
Edward Jenner desenvolveu a primeira vacina bem sucedida para

humanos ha aproximadamente 200 anos, demonstrando que a inoculagdo em um

menino com um extrato contendo virus da variola bovina atuaria de forma

'Pedido de Patente Nacional = PI 0001717-5. Pedido de Patente Internacional =
PCT/BR01/00057
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protetora contra a variola humana. Somente muitas décadas depois se soube que
Jenner havia criado uma vacina de células T e que aquela levava a producdo de
anticorpos protetores (BONA, et al, 1998). Atualmente, muitos conhecimentos
ja sdo claros sobre como ocorre uma resposta imune, como se da a protegdo e
porque ela persiste, embora muitos outros conhecimentos ainda  parecem
obscuros.

Pelo conceito classico de resposta imune, a partir do contato primario do
sistema imune com o antigeno, ha o processamento deste pelas células
apresentadoras de antigeno (APCs) e posterior apresentacdo dos determinantes
antigénicos as células imunocompetentes CD,’, restritas ao Complexo Maior de
Histocompatibilidade do Tipo II (MHC II) ou CDy, restritas a0 MHC I, as quais
modulariam a resposta protetora com a produgdo de citocinas. O perfil das
citocinas produzidas direciona a resposta para o tipo Th2, com uma maior
producdo de anticorpos por linfocitos B, ou Thl, com predominincia de uma
resposta celular (BONA, et al.,1998).

A memoéria imunoloégica ¢ carreada por linfocitos T e B, com a
predominancia de um dos tipos celulares, a depender do agente imunoestimulante
no contato prévio. Durante o contato primario, a maioria das células T e B sdo
selecionadas para morrer por apoptose € apenas poucas sdo selecionadas para
gerar c€lulas de memoéria, com uma alta afinidade pelo antigeno (SPRENT,
1997); essas c€lulas sdo marcadas por moléculas de adesdo (marcadores de suas
superficies celulares) que interagem com fatores inibidores das fungdes pro-
apoptoticas (CORY, 1995).

A maturacdo da afinidade em uma resposta imune secunddria se da em
um microambiente especializado para selegdo de células B ou T com alta
afinidade (SPRENT, 1997).

MOSMANN et al. em 1986 postulou o paradigma do tipo Thl ou Th2 da
resposta imune em camundongos, na qual a protecdo imunologica esta
relacionada a respostas do tipo celular ou humoral. Esse paradigma ¢ na verdade
uma simplificagio de uma complexa rede de mecanismos imunorreguladores.
Existem evidéncias de que muitas infecgdes s3ao controladas através de

mecanismos humorais e celulares. A imunorregulagdo de infecgdes difere em
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relacdo aos tipos celulares envolvidos, as citocinas e mediadores secretados,
assim como os seus efeitos supressores ou indutores sobre respostas imunes do
tipo Thl e Th2 (COX, 1997; BROWN et al., 1998).

A resposta imune de humanos e bovinos contra determinados antigenos ¢
heterogénea, existindo uma predominincia da resposta do tipo Thl ou Th2
(BROWN et al, 1993). Esta heterogeneidade relaciona-se com o perfil de
citocinas produzidas e secretadas. Outras diferencas estdo relacionadas com as
classes de imunoglobulinas produzidas: em bovinos, tanto a IgGl quanto a IgG2
fixam complemento, sendo que a IgG2 tem maior atividade opsonizante em
relacido a IgGl (McGUIRE et al, 1979). A produgdo de IgGl por linfocitos B ¢
induzida pela interleucina-4 (IL-4) enquanto que o IFN-y estimula a produgdo de
IgG2 (ESTES et al., 1995).

Mais relevante ainda, ¢ que em bovinos, além dos “clusters” CD (CD, e
CDyg), ha os WC (“workshop clusters”), os quais ainda ndo t€m uma funcdo
definida, mas que, segundko HOWARD et al (1999a), podem apresentar uma
pluripotencialidade para a apresentacdo de antigenos a “clusters” CD ou WC e
que estdo presentes em maior nimero em animais jovens, circulando do sangue
para a pele, onde podem interagir com as células dendriticas, células altamente
especializadas na apresentagdo de antigenos e muito numerosas nos linfonodos
que drenam a pele de bovinos (HOWARD, ef al., 1999b).

As interagdes com antigenos virais e bacterianos s3o bastante claras, com
respostas Thl e Th2, respectivamente (BRACHMANN e KOPF, 1999).
Entretanto, novos tipos de antigenos com potencial imunogénico estdo sendo
desenvolvidos e, consequentemente, novas implicagdes  imunologicas  vao
surgindo. Para os imunogenos recombinantes, BONA et al, (1998) citam que
estes antigenos se mostram bons imundgenos € nao perdem as propriedades
imunogénicas da proteina nativa, pelo contrdrio, as intensificariam. Acrescentam,
ainda, que bons imunogenos deveriam ter como caracteristicas principais: a
capacidade de ser internalizados e processados pelas APCs e a afinidade pelo
MHC I ou II. Para peptideos sintéticos, os mesmos autores relatam que o nimero
de peptideos que se ligam ao MCH II é maior do que o que naturalmente ocorre,
intensificando a resposta. Consideram também, que os peptideos sintéticos
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podem interagir diretamente com o MHC I, embora muitas vezes podem ser
pobres imunogenos por causa do pequeno tamanho e da pequena meia-vida,
sendo rapidamente degradados por enzimas proteoliticas e que para minimizar tal
acdo, poderiam ser associados a adjuvantes como os ISCOMs. ABBAS (1997)
relata que o tamanho do antigeno ¢ importante, mas que o MHC II tem a
capacidade de apresentar determinantes antigénicos a partir de 30 aminoécidos e
oMHC I, entre 8 e 11.

A memoria imunoldgica ¢ um fator extremamente importante que deve
ser considerado no desenvolvimento de vacinas, pois a protegdo estd relacionada
com uma resposta rapida e protetora, seja ela celular ou humoral
(BRACHMANN e KOPF, 1999). Para antigenos escondidos de B. microplus, a
exposicdo natural do parasita ao hospedeiro ndo vai estimular a memoria
imunoldgica, j4 que eles ndo estdo presentes na interrelagio natural com o
sistema imune do hospedeiro, razdo pela qual os programas de vacinagdo com
tais antigenos requerem repetidas imunizagdes, sendo o numero delas dependente
do nivel de duragdo dos anticorpos circulantes (FLOYD, ef al., 1995).

Para a Bm86, no Brasil, sdo utilizadas revacinacdes a cada 6 meses
(MORA HERNANDEZ, 1996). Para o peptideo sintético SBm4912, PORTELA
et al. (1999) demonstraram que, 6 meses apés uma terceira inoculagdo, os niveis
de anticorpos dos animais imunizados estavam proximos aqueles apresentados
pelo controle e que com uma revacinagdo esses niveis de anticorpos se

triplicaram ja aos 7 dias.

3.8. Adjuvante saponina

Saponinas sdo compostos que t€m capacidade de se ligar fortemente a
moléculas como o colesterol e formar pequenos complexos, interagindo com
membranas celulares e podem causar efeitos adversos quando administradas em
animais. Também possuem forte agdo imunoestimulante (LUNDEN, et al,
1996).

Os adjuvantes, em geral, ttm o papel de promover um melhor estimulo

do sistema imune do hospedeiro, ndo s6 pela liberacio de forma lenta e gradual
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do antigeno, como também por atrair um maior numero de APCs intensificando a
interagao do antigeno com o MHC II ( ABBAS, 1997).

Existem quatro fontes reconhecidas de saponinas: Smillax  ornata
(sarzaparilla),  Gypsophilla  paniculata,  Saponaria  officianalis e  Quillaja
saponaria molina (LUNDEN, et al, 1996). Essa ultima ¢ a mais conhecida e é
extraida de cascas de arvores da América do Sul (Quillaja saponaria).

Cavalos, cdes e gatos parecem ser, razoavelmente, mais sensiveis a
saponina, sendo disponiveis comercialmente vacinas contra o virus da influenza
eqliina, parvovirose canina € leucemia felina a virus que contém Quil A como
adjuvante (DALSGAARD et al., 1999).

As saponinas também tem a capacidade de formar complexos de alta
estabilidade com o colesterol, fosfolipideos e multiplas copias de antigenos,
formando os complexos imunoestimulantes ou ISCOMs (LUNDEN, et al,
1996). Os ISCOMs tém uma capacidade imunoestimulante maior que as
saponinas e teriam a capacidade de induzir respostas do tipo Thl e Th2 , ao
contrdario de adjuvantes como o hidroxido de aluminio que, essencialmente,
induzem a Th2 (LUNDEN, et al, 1996). O uso de ISCOMs ja ¢ indicado para
uso com vacinas recombinantes ou peptideos sintéticos (LUNDEN, ef al., 1996).

JACKSON e OPDEBEECK (1994), trabalhando com a BmS86
recombinante adicionada de saponina Quil A como adjuvante, observaram
melhor protecdo, embora parcial, e altos niveis de anticorpos para os antigenos

intestinais quando comparado com outros adjuvantes.
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4 - MATERIAL E METODOS

4.1. Local de estudo

O experimento foi desenvolvido no Centro Nacional de Pesquisa em
Gado de Leite CNPGL-EMBRAPA no municipio de Coronel PachecoMG
(21°45°35°S e 43°15W) e no Laboratorio de Biologia e Controle de
Hematozoarios/DVT/BIOAGRO, da Universidade Federal de Vicosa-
Vicosa/MG.

4.2. Campo experimental

Os animais foram mantidos a campo sob o manejo de rotina do Centro
Nacional de Pesquisa em Gado de Leite CNPGL-EMBRAPA, numa é4rea de 56
hectares com Brachiaria decumbens. Os piquetes destinados ao experimento
foram infestados artificialmente com teledginas de B. microplus por um periodo

de 3 meses antes que os animais tivessem acesso ao pasto.
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4.3. A rea de confinamento

A area de confinamento consistiu de baias individuais cimentadas e

cobertas.

4.4. Animais utilizados e manuten¢ao

Foram utilizados 30 novilhas Bos taurus taurus da raga holandesa, com
média de grau de sangue de 91,16% (H/Z) e com média de idade de 10,4 meses,
pertencentes a EMBRAPA-CNPGL, os quais mantiveram contato prévio com
carrapatos.

Apb6s a entrada dos animais nos piquetes, esperaramse por 60 dias até
que houvesse uma alta infestagdo com carrapatos em todos os animais dos
grupos, 0 mais uniformemente possivel, para somente depois se iniciar ©
experimento.

Durante a permanéncia no campo experimental, os animais receberam
agua ad libitum, suplementacdo alimentar com sal mineral e estiveram expostos a
condigdes estressantes como variagdes sazonais € infestagdes por ectoparasitas e
endoparasitas ~ diversos, bem como submetidos a vacinagdes rotineiras da
produgdo leiteira regional, como aftosa, brucelose e clostridiose.

Durante a fase de confinamento, os animais receberam capim picado e
racdo balanceada com 17% de proteina, fornecida uma vez ao dia e agua ad

libitum.

4.5. Peptideo sintético

O peptideo sintético SBm7462 ¢ baseado na estrutura da proteina Bm86
e foi sintetizado de acordo com técnica descrita por MERRIFIELD (1963). A
escolha deste peptideo dentro da estrutura da proteina integra se baseou em
estudos de predicdo computacional de sitios imunogénicos, com base nas
propriedades de proteinas, tais como antigenicidade (HOOP e WOODS, 1981),
potencialidade de alfa e beta hélice e Beta Sheet (CHOU e FASMAN, 1978),
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hidrofobicidade e hidrofilicidade (KYTE e DOOLITTLE, 1982). O peptideo foi
desenhado no LBCH/BIOAGRO/DVT da Universidade Federal de Vigosa ¢
sintetizado com auxilio do '"Instituto de Inmunologia del Hospital San Juan de
Dios" em Bogota, Colombia.

Segundo PORTELA (2000), a metodologia empregada foi a “Good
Manufacture Procedure” (GMP), na qual se usa um suporte solido, no caso a
resina  MBH4 (4-metilbenzidrilamina) com coeficiente de  substituicdo 0,49
meq/g, pesada de acordo com a quantidade de peptideo a ser sintetizado e
aminoacidos  protegidos em suas cadeias laterais pelo grupo  t-boc
(terbutilcarbonilo). A resina foi colocada em uma bolsa de poliestireno, que foi
selada a quente. Aplicorse uma solugdo de 100ml de diisopropiletilamina
(DIEA) 5% em diciclohexilcarbodiimida (DCC) para ativagdo da resina. Secou-
se a bolsa e adicionou-se a solugdo do primeiro aminodcido dissolvido em
solvente diclorometano (DCM) ou solu¢do de DCM e dimetilformamida (DMF)
mais o ativador DCC, sendo que a quantidade de aminoicido depende de seu
peso molecular e da quantidade e tipo de resina empregada. Incubourse a
temperatura ambiente sob agitagdo por 1 hora. Apds essa incubagdo, retirou-se a
bolsa de material sintético, cortourse uma extremidade e retirowse uma pequena
fracdo de resina, para verificar o completo acoplamento do aminoacido a resina,
através de teste de ninhidrina. Com o teste positivo, repetiu-se o acoplamento
utilizando-se hidrato de 1-hidroxibenzotriazole (HOBT). Com o teste negativo,
prosseguiu-se a sintese, através da adicdio de 100ml de 4cido trifluoroacético
(TFA) 5% em DCM para desprotecdo dos grupos aminos, lavagens com DCM e
isopropanol e incubagdo com o proximo aminoacido da sequéncia do peptideo.
Com o término da sintese, o material foi submetido a clivagens para retirada dos
grupos t-boc ¢ da resina e a cromatografia HPLC para determinacdo do grau de
eficiencia e pureza da sintese, posteriormente liofilizados e entdo estocados a
temperatura de -20°C em tubos de “ependorff’. A seqiiéncia do peptideo
SBm7462 ¢ resultado da sintese continua dos peptideos, 4822 (a.a. 398-411),
4824 (a.a. 132-145) e 4823 (a.a. 21-35).
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4.6. Adjuvante

O adjuvante utilizado foi a saponina (SaponjneD3) na dose de

I,Smg/animal diluvido em 4gua milli Q estéril para o grupo de animais que

recebeu 2,0mg de peptideco SBm7462 e de 1,0mg/animal para o grupo que

recebeu 1,0mg do referido peptideo.

4.7. Esquema de inoculag¢io

Os

30 animais utilizados no experimento foram distribuidos em trés

grupos de 10 animais pelo peso médio deles, de forma que a infestagdo a campo

por carrapatos em cada grupo foi aleatoria. Esses animais foram inoculados em

bretes de contengao, pela via subcutanea, de acordo com o esquema abaixo:

GRUPO 01 - PEPTIDEO SINTETICO SBm7462 (2,0mg): animais
que receberam trés doses do peptideo sintético SBm7462 juntamente
com 1,5 mg de adjuvante, sendo a primeira dose no dia 0 (20 de
novembro de 2000), a segunda no dia 30 (20 de dezembro de 2000) e
a terceira no dia 60 (19 de janeiro de 2001).

GRUPO 02 - PEPTIDEO SINTETICO 7462 (1,0mg): animais que
receberam trés doses de 1,0mg do peptideo sintético SBm7462,
juntamente com 1,0 mg de adjuvante, aos 0, 30 e 60 dias.

GRUPO 03 - CONTROLE: animais que ndo receberam indculo ao
longo do experimento, embora estiveram sob as mesmas condigdes de

manejo zootécnico dos demais grupos.

Cada animal foi identificado com brincos numerados na orelha e para

melhor auxiliar na identificagdo por grupo, cada animal recebeu uma corda de

nylon no pescogo de uma cor diferente para cada grupo.

*Saponine[] UCB Leuven-Belgium
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4.8. Manutencio da colonia de Boophilus microplus

Foi utilizada a cepa de carrapatos “Porto Alegre” em todas as fases do
experimento, pertencente ao Laboratorio de Sanidade Animal da EMBRAPA-
CNPGL, mantida em estufa B.O.D. a 28°C e 80% de umidade, sensivel a todos
os carrapaticidas. Para o desafio em confinamento, foram feitas 90 aliquotas de
1.500 ovos (0,075g) cada uma (considerando a relagdio de 1 grama equivalente a
20.000 ovos, pressuposta por HITCHCOCK em 1955b) em seringas de Sml. Tais
aliquotas foram mantidas em estufa at¢ a eclosio, de forma que as larvas
provenientes teriam no maximo duas semanas de eclosdo quando usadas para

desafio.

4.9. Desafio

O programa de desafio com carrapatos foi dividido em duas etapas:

4.9.1. Desafio a campo

Os animais foram colocados em piquetes previamente infestados com
larvas de Boophilus microplus. No segundo dia apds a primeira inoculagdo,
receberam uma dose do carrapaticida Acatakl] 4(1ml/10kg), de forma a zerar a
infestacdo de carrapatos dentro de algumas semanas em todos os grupos e se
fazer o acompanhamento do nimero de carrapatos entre os grupos ao longo do
experimento, bem como para evitar problemas sanitarios devido a alta infestacdo
verificada no dia 0. Os animais dos trés grupos permaneceram hoS MmeESMOS

piquetes.

*Acatak Pour-On (Fluazuron) — Novartis Satide Animal Ltda.
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4.9.2. Desafio artificial em estabulo

A segunda fase se refere ao desafio artificial em baias de confinamento
individual para onde os animais foram enviados duas semanas apds a terceira
inoculagdo quando receberam um outro banho carrapaticida com produto de
pequeno poder residual - Carbeson[]’ (1:400). O desafio foi feito 23 dias apds a
terceira inoculagdo e 9 dias apdés o banho carrapaticida. No dia anterior ao
desafio, todos os animais foram banhados com &gua e escovados para eliminar
possiveis residuos de acaricidas.

O desafio consistiut em colocar 1.500 larvas/dia por animal, durante 3
dias consecutivos em todos os animais nas regides do peito e barbela, entre os
membros anteriores e posteriores, dorso e regido perianal, durante o inicio da
manhd. Foram colocados cabrestos e as caudas foram amarradas por 2 horas para

que houvesse a fixagao das larvas nos hospedeiros.

4.10. Contagem de carrapatos a campo

Semanalmente, a partir do dia 0, era feita a contagem de carrapatos com
didmetro acima de 4mm de todos os animais em brete de contencdo. A contagem
era feita em um antimero e multiplicada por dois, de forma que se tinha a
estimativa do nimero de carrapatos que parasitavam o animal, segundo MORA
HERNANDEZ, et al (1998). A contagem se realizou até a segunda semana apos

a terceira inoculagdo, data em que os animais foram enviados ao estabulo.

4.11. Avaliacio dos parametros biologicos das teleéginas desprendidas dos

animais

4.11.1. Parametros biologicos de teledginas desprendidas e de seus ovos

No 18° dia, apés o desafio com larvas de carrapatos em confinamento,

iniciou-se a coleta manual de todas as teledginas que se desprendiam

*Carbeson (D.D.V.P, Clorfenvinfos) — Leivas Leite S/A — Indistrias Quimicas e Biologicas
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naturalmente dos animais e que eram encontradas no chdo das baias e nos
cochos. A coleta sempre iniciava antes de se raspar as baias para limpeza diria.
Eram feitas trés coletas durante a manhd e uma quarta no inicio da tarde para
evitar a0 maximo o pisoteio. A coleta terminou no 30° dia apés o desafio, quando
ndo haviam mais carrapatos para se desprender.

As fémeas coletadas a cada dia eram pesadas individualmente em
balanga de precisdo e acondicionadas em placas de cultura de 24 “wells”,
identificando-as. As teledginas foram colocadas em estufa B. O. D. a 28.C e
80% de umidade para fazer a postura durante 15 dias; logo depois, fez-se a

pesagem de ovos de cada fémea em balanga de precisdo.

4.11.2. Relacio peso larvas/grama de ovos

Do total de ovos, foram separadas vinte aliquotas de 0,5g (10.000 ovos)
por grupo em tubos de centrifuga, perfazendo um total de 10 gramas de ovos por
grupo. Os tubos foram tampados com chumaco de algodao e foram incubados
por 26 dias em estufa B. O. D. As aliquotas foram feitas em mais de um dia de
pesagem dos ovos. Para a obtencdo dos resultados, foram empregadas as técnicas

descritas por MASSARD et. al. (1995).

4.11.3. Férmulas para avaliacido dos parametros biolégicos

Com o objetivo de avaliar o efeito do imunogeno sobre os pardmetros
bioloégicos do carrapato, foram usadas as formulas preconizadas por DE LA
FUENTE (1995) empregadas para a rBM86, para os grupos vacinal 2,0mg e
1,0mg e para o grupo controle, como mostrado a seguir:

DT (%) = 100[1-(NTV/NTC)]
onde:
DT(%) - porcentagem de reducdo do niimero de teledginas
NTV- 1t teledginas para cada grupo vacinal
NTC - n teledginas grupo controle.
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DR(%) =100[1(PMTV/PMTC)]
onde:
DR(%) - porcentagem de reducdo do peso médio das teledginas
PMTYV - peso médio das teledginas para cada grupo vacinal;
PMTC - peso médio das teledginas grupo controle.

DO(%) =100[1-(PMOV/PMOC)]
onde:
DO(%) - porcentagem de reducdo do peso médio dos ovos
PMOV - peso médio dos ovos para cada grupo vacinal
PMOC - peso médio dos ovos grupo controle.

DF(%)=100[1-PPLOV/PPLOC]
onde:
DF(%) - redugdo na fertilidade dos ovos
PPLOV - peso médio das larvas por grama de ovos em cada grupo vacinal
PPLOC - peso médio das larvas por grama de ovos no grupo controle

EF(%) = 100[1{CRTxCROxCRF)]
onde:
EF(%) - eficacia do imundgeno
CRT - redugao no niimero de fémeas adultas
CRO - reduc@o na capacidade de ovipostura
CRF - redugao na fertilidade

4.12. Analise de sobrevivéncia de larvas nas pastagens

Durante a pesagem dos ovos para andlise dos pardmetros biologicos
foram feitas 12 aliquotas de 0,025g de ovos (500 larvas), acondicionados em 12
malhas de aco, finas o suficiente para impedir a entrada de formigas ou aranhas,
vedadas com tampas de borracha e identificadas, de forma que se teve a seguinte
distribuicdo por grupo:
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Quadro 1 — Distribuigdo das aliquotas de peso de ovos de Boophilus microplus

para teste de sobrevivéncia de larvas na pastagem

Grupo Peso/malha (g) Numero de malhas

2,0mg 0,025 4

1,0mg 0,025 4
Controle 0,025 4

Todas as malhas foram levadas para estufa B. O. D. a 28°.C e 80% de
umidade relativa por um periodo de 2 dias, quando, entdo, foram enviadas para o
campo experimental e colocadas em dois lugares distintos nas pastagens, sob o
abrigo dos raios solares, de forma que se tinha 2 malhas de cada grupo em cada
local.

Uma malha de cada grupo foi coletada 30 e 60 dias apds envio para as
pastagens, nos dois locais, e enviada para o laboratorio onde se procedeu a
contagem de larvas vivas, sobre papel milimetrado e com o auxilio de lupa

estereoscopica.

4.13. Coleta de sangue dos animais para a obtenciao de soro

A coleta de sangue dos animais foi feita semanalmente a partir da
semana 0 at¢ a semana 19, sendo que a primeira coleta foi realizada antes da
primeira inoculago.

O sangue foi coktado na wveia caudal utilizando frascos de
“vaccuntainer” de 10ml sem anticoagulante. O sangue foi enviado para o
Laboratorio de Biologia e Controle de Hematozodrios/Departamento de
Veterindria/BIAGRO/UFV, extraido o soro, e este, aliquotadko em tubos

“eppendorf” e conservado a-20°C.
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4.14. Pesagem dos animais

Todos os animais foram pesados na semana 0 usando fita métrica. A
pesagem se deu antes da inoculaghio e os animais foram separados
uniformemente quanto ao peso, de forma que a infestagdo de carrapatos foi

aleatoria.

4.15. Teste de ELISA anti-SBm7462 para medicio da resposta imune

humoral

A cinética de anticorpos anti-SBm7462 foi medida utilizando-se o teste
de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), de acordo com a técnica
utilizada rotineiramente no LBCH e adaptada para peptideos sintéticos. Para cada
amostra foram feitas ftriplicatas. Para cada dia da realizacdo de um teste, eram
usados soros dos animais dos 3 grupos.

As placas de ELISA Hemobag]6 foram sensibilizadas com uma solugdo
de Tampao Carbonato pH 9,6 (0,159g NaCOs; 0,293g NaHCO;; H,0 milli Q
qs.p. 100ml), na qual se diluu o peptideo na quantidade de 2pg/well, deixando-
se adsorver a 4°.C “overnight”. Decorrido este periodo, as placas eram lavadas
duas vezes com Tampdo de Lavagem (90g de NaCl; 0,5ml Tween 20, H,O dd
g.s.p. 1000ml) e adicionada a solucdo de bloqueio — Caseina 2% em PBS pH 7,6
(4,25g NaCl; 0,64g Na,HPO,; 0,068¢g NaH,PO,.H,O; H,O milli Q gs.p. 500ml)
por uma hora a temperatura ambiente. Lavouse as placas duas vezes e,
posteriormente, adicionouse 100pl/well dos soros dos animais do experimento
diluidos 1:100 em Tampdo de Incubagdo (87,5 ml de PBS Ph 7,6; 12,5 ml de
caseina 2% em PBS pH 7,6; 50ul de Tween 20) e deixou-se incubar por duas
horas a temperatura ambiente. Lavou-se as placas seis vezes com Tampdo de
Lavagem e procedewrse a incubacdo, por duas horas a temperatura ambiente, do

anticorpo secundario — IgG de coelho anti-IgG bovina conjugada com peroxidase

*Placas de ELISA 96 wells — Hemobag Produtos Cirtrgicos Ltda.
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(Sigmad” titulo 1:220.000), diluida em Tampdo de Incubagio, no volume de
100pl/well. Lavou-se as placas seis vezes com Tampao de Lavagem e adicionou-
se a solucdo reveladora no volume de 100pl/well, composta de 20ml de Tampao
Substrato  (7,19g NayHPO,4, 5,19g 4acido citrico ¢ H,O milli Q g.sp. 1000ml),
4mg de O. P. D. ( 8- fenildiaminobenzeno) ¢ 2,5 de H,O,, , por um periodo de
20 minutos em local escuro. A reacdo foi parada com 30plwell de acido
sulfarico 1:20. A leitura foi realizada em leitor de ELISA a 492nm (Titer
Multiskar{] PLUS®).

Todos os resultados de absorbancia obtidos dos testes de ELISA foram
corrigidos para uma placa padrdo, conforme PASSOS (1993). Tal critério foi
adotado devido a grande sensibilidade que possui o teste de ELISA para diversos
fatores que interferem nos resultados finais, como pequenas diferencas de
diluicdes, condicdes de temperatura e umidade relativa e, principalmente, pelos
testes serem feitos em dias diferentes e em varias placas. Sendo assim, utilizow-se
a seguinte formula:

Po - No
FATOR (F)=

Pt - Nt
Valor ajustado = F (St— Nt) + No

Onde:
Po = média dos controles positivos na placa padrao
No =média dos controles negativos na placa padrao
Pt = média dos controles positivos na placa teste
Nt =média dos controles negativos na placa teste
St = média da amostra testada
Para se obter a placa padrio, foi realizado um ELISA testando vérias
diluigdes do peptideo (0,5, 1 e 2pg/well), de soros sabidamente positivo e
negativo de experimentos anteriores (1:100 e 1:200) e dos anticorpos secundarios

marcados com peroxidase (1:10.000 e 1:20.000), todos em triplicata

" Anti Bovine IgG Peroxidase Conjugate (Antibody Developed in Rabbit) 1:20.000-Sigma,USA.
*Titertek Multiskan PLUS — USA.
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Para discriminar o ponto de corte entre positivo € negativo para a
resposta sorologica mensurada no teste de ELISA, usou-se a adi¢do de dois

desvios padrdes aos controles negativos.

4.16. Analise estatistica

Utllizowse do teste de Analise de Varidncia (ANOVA) para comparacdo
entre diversos ensaios. Para cada ensaio era testada a homogeneidade das
amostras (Teste de Lewine), feito o teste de ANOVA e, posteriormente, o teste
de Tukey. Considerando os pardmetros biologicos, foram comparadas as médias
de peso dos ovos das teleoginas.

A Andlise de Medidas Repetidas se fez necessario para comparar as
médias de teledginas no decorrer das contagens a campo, as médias de teledginas
no decorrer das coletas didrias em confinamento e as médias de absorvancias dos
testes de ELISA para mensuragio de resposta imune humoral. O teste “a
posteriori’” também foi o teste de Tukey.

Todas as andlises estatisticas foram feitas utilizando o  software
Statistic® Versao 6.0.

Para a andlise de sobrevivéncia de larvas nas pastagens ndo se pode

realizar teste estatistico em decorréncia do pequeno niimero de amostras.
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5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Predicao computacional do peptideo sintético SBm7462

A conformacdo e andlise computacional do peptideco SBm7462, para os
diferentes pardmetros utilizados em seu desenho estdo apresentados na Figura 1.

O peptideo 7462 apresenta um alto grau de hidrofobicidade, significando
que ele pode ter uma boa imunogenicidade e pouca antigenicidade (Figura 1A).
Por outro lado, o SBm7462 apresenta uma baixa tendéncia a formagdo '"coil"
(Figura 1B) e uma alta tendéncia a formagoes O - hélice (Figura 1C).

SPOUGE et al. (1987) definem que uma das caracteristicas a serem
consideradas na construgdo e desenho de uma vacina sintética ¢ a existéncia de
uma regido protéica com propensdo a formacdo de estruturas O - hélice, e pouca
ou nenhuma propensdo a formacdo '"coil", caracteristicas presentes no SBm 7462.
Por outro lado, a hidrofobicidade ¢ um fator fundamental para imundgenos que
usam a saponina como adjuvante (DALSGAARD et al., 1999).

Os fatos encontrados na andlise computacional coincidem com os

resultados encontrados quando do uso deste peptideo como imundgeno "in vivo".
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A - Hidrofobicidade (HOOP ¢ WOODS, 1981)

FrotScale output for user se quence
T T T

T T T
Hphok. - Hopp & Hgods ——

Score
o
T

B - "Coil" (DELEAGE e ROUX, 1987)

ProtScale ocutput for user se quence
T T T

T T T
Chil - Deleage & Royix —

Score

C - Alpha-hélice (CHOU e FASMAN, 1978)

FrotScale output for user se quence
T T T

T T T
alpha-helix ~ Ghibu & Faswan —

Score

Figira 1 — Estudo de predicdo computacional de hidrofobicidade, propensdo a
conformagdo ‘“coill” e potencial da-hélice do peptideo sintético
SBm7462 (aplicativo ProtScale).



5.2. Contagem de carrapatos a campo

Como apresentado no Quadro 2 e Figura 2, ndo houve diferenca
estatistica quando se comparou a média de carrapatos dos animais dos diferentes
grupos no decorrer das semanas do experimento a campo, embora se note um
menor nimero de carrapatos para o grupo 1,0mg e 2,0mg. Estes dados podem ser
justificados pelo fato dos animais dos trés grupos permanecerem no decorrer do
experimento nos mesmos piquetes, altamente infestados e com  condicOes
bioclimaticas favoraveis ao parasitismo por B. microplus, como pode ser visto no
Quadro 3, sendo que a primeira inoculagdo se deu em 19 de novembro de 2000, e
os animais retirados dos piquetes em fevereiro de 2001.

Houve, nesta etapa, uma variagdo grande do nimero de carrapatos dentro
de cada grupo, como pode ser visto pelos desvios-padrdo na Figura 2. Em
andlises de numero de carrapatos por animal ¢ dificil estabelecer uma média que
seja representativa do grupo. MORA HERNANDEZ (1996) demonstra, ao usar a
Gavac'™, que o numero de carrapatos por animal era bastante disperso podendo
variar de 6 a 260, sendo as maiores infestagdes em animais com grau de sangue
europeu. Neste trabalho, tal fato poderia ser menos evidenciado com um nimero
de animais maior € com uma permanéncia maior dos animais a campo, conforme
tem sido observado em trabalhos a campo com a proteina recombinante rBm86.

Devido a isso, optouse por verificar a eficdcia do imundgeno sintético
em um desafio programado, servindo esta presente etapa para se verificar a
performance do imundgeno frente as condigdes de manejo, como variagdes
sazonais, vacinagdes € parasitismo concomitante, bem como uma prévia de um

teste a campo em fazendas.

5.3. Cinética de anticorpos anti-peptideo sintético SBm7462

Os resultados obtidos nos testes de ELISA, corrigidos pela formula
proposta por PASSOS (1993) encontram-se no Quadro 4, e na figura 3.

A escolha da técnica de ELISA para mensuracio da resposta imune
humoral (IgG) ao peptideo sintético utilizado neste experimento se deu pela boa

sensibilidade e especificidade dessa técnica, aliada ao baixo custo e praticidade.
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Quadro 02 — Média de carrapatos a campo de animais imunizados com SBm7462. Os valores correspondem a média de carrapatos em 10

animais. Letras diferentes (a, b) indicam diferengas estatisticas, entre as colunas, em teste de ANOVA.

Média de carrapatos a campo de animais imunizados com SBm7462

Grupo Semanas
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Controle 49,000 36,000  21,40° 4,00 0,20 0° 6,80° 6,20 8,000 9,40° 2740 1844
I’Omg a a a a a a
49,000  36,40° 9,00 040" 0 0 1,80° 2,20 4.40° 5,00 17,000 11,11
Z’Omg v a X a a v a a a
43,600 3340° 12,40 1,00* 0 0,20 040" 1,00 2.80" 4,80 20,60 14.8C°
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Figura 2 — Contagem de carrapatos a campo dos animais imunizados com SBm7462. As setas indicam as inoculagdes ¢ a estrela
de quatro pontas a aplicacao de carrapaticida.
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Quadro 3 — Dados climaticos, em média, da Estacdo Meteorologica de Coronel
Pacheco EMBRAPA-CNPGL nos meses de experimento.

Més/ano Temperatura Umidade Relativa Pluviosidade
(C) (%) (mm’)
Jun/00 16,8 81 0,8
Jul/00 16,7 80 6,4
Ago/00 18,0 78 51,5
Set/00 19,8 79 106,6
Out/00 23,3 70 51,1
Nov/00 22,4 82 178,7
Dez/00 239 80 2522
Jan/01 24,5 75 75,0
Fev/01 25,0 76 133,1
Mar/01 249 79 236,8
Abr/01 23,9 77 15,7

Mai/01 20,6 77 36,9
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Alguns autores citam o emprego dessa técnica em antigenos derivados de
carrapatos, como extratos de intestino e ovos de carrapatos (KIMARO e
OPDEBEECK, 1994), extratos de fémeas adultas (KEMP et al, 1986; JACKSON
e OPDEBEECK, 1994), extratos purificados de Bm86 (WILLADSEN et al,
1989), formas recombinantes de Bm86 (WILLADSEN e MCKENNA, 1991) e
peptideos  sintéticos baseados na estrutura de Bm86 (OLIVEIRA, 1998;
PORTELA, 2000).

O quadro 4 e a figura 3 demonstram o quanto a técnica de ELISA
empregada no experimento foi eficaz em identificar os anticorpos anti-SBm7462.
As diferengas estatisticas comecaram a se evidenciar ap6és a segunda inoculacdo
com SBm7462, o que se deve ao fato da resposta imune apds a primeira
inoculagdo ser uma resposta primaria com uma elicitagdo de clones de linfocitos
B especificos produzindo niveis baixos de anticorpos da classe IgG. A resposta
imune humoral se mostrou classica, com maiores niveis de IgG em resposta
secunddria, o que ¢ muito evidente apdés a terceira inoculagdo e com uma
manutencdo desses anticorpos a niveis estatisticamente diferentes at¢ a semana
19 entre os grupos vacinados e o controle e estatisticamente iguais para 1,0mg e
2,0mg em quase todos os pontos de coleta.

Estes dados concordam com os achados de OLIVEIRA (1998) e de
PORTELA (2000) nos quais o pico de producdo de IgGs especificas para
peptideos sintéticos ocorreu apds a terceira inoculacdo. FEstes resultados também
estdo de acordo com experimentos desenvolvidos em bovinos da raca Hereford
por JACKSON e OPDEBEECK (1994). Porém, diferentemente destes autores, a
variagdo das respostas individuais entres os animais de um mesmo grupo foi
maior no presente trabalho, o que ¢ verificado pelos altos desvios-padrdao nos
grupos vacinados (Figura 3). Isso pode ser justificado porque os animais deste
experimento possuem graus de sangue diferentes dentro de uma mesma raga
(Quadro 6), podendo, geneticamente possuirem caracteristicas distintas quanto ao
processamento e apresentagdo de antigenos pelo MHCIL.

COBON, et al (1995) ja citavam diferentes niveis de produgdo de
anticorpos entre ragas diversas de bovinos ioculados com rBm86. PORTELA
(2000) relata, em seu trabalho, que embora se tenha usado animais da raca Jersey
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Quadro 4 - Me¢édias de absorvancia oOptica (492nm) em teste de ELISA. Os numeros representam as médias de absorvancia, sendo que

para cada soro de cada amostra de soro foram feitas trés repeticoes. Letras diferentes (a, b, ¢) seguindo os resultados, na

mesma coluna, significam diferenga estatistica em Teste de Tukey (p<0,01).

Médias de Absorvancia Optica (492 nm)

Grupos Semanas

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Controle 0,886* 0,97% 0,99% 0,753 0,959 0,939 0,982* 0,625* 0,706 0,822 0,680* 0,997 0,853 0,733* 0,654 0,585* 0,863 0967 0,757 0,772
1,0mg 0,838 1,144° 1,120 0,942° 0,838 1,163 1,190 1,667° 1,106> 1,078° 1,040° 1,980° 1,319° 1,273° 17338 1,283° 1430° L,119** 0917 1,069
2,0mg 0831* 1,109 1,068 1,096° 0860° 1,191 1230 1,811° 1,112° 1,251° 1216 1,990° 1,648 1290° 1,377 1447° 1300° 1480 1,020 1,178
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2mg
—&—1mg
—&— Controle

abs a 492nm

8 9 10 1" 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Semanas

Figura 3 — Cinética de anticorpos em animais imunizados com SBm7462. As setas indicam as inoculagdes com SBm7462 e a
estrela o desafio com larvas de Boophilus microplus em estabulo.
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puros, ndo havia homozigose € que as respostas ndo foram uniformes, sendo que
um dos animais vacinados ndo respondeu ao peptideo SBm7462 em estabulo.
Este aspecto ¢ extremamente importante ao se avaliar um imundgeno, pois
justifica os diferentes indices de eficacia quando se usa a Bm86 recombinante ou
peptideos sintéticos em rebanhos diversos.

Nota-se que o adjuvante saponina utilizado pemitu um  bom
desempenho nos niveis de anticorpos produzidos. JACKSON E OPDEBEECK
(1994), trabalhando com o mesmo adjuvante, demonstraram que a saponina
promovia uma melhor potencializagdo da resposta imune humoral para antigenos
de carrapatos.

Neste trabalho optowse por ndo se usar um grupo saponina baseando-se
nos trabalhos de OLIVEIRA (1998) e PORTELA (2000), nos quais se
demonstrou ndo haver diferenca estatistica entre o controle negativo € o grupo

adjuvante.

54. Avaliacio dos parametros biologicos de Boophilus microplus

provenientes de animais inoculados com peptideo sintético SBm7462

Na primeira semana do experimento em estdbulo um dos animais veio a
obito. Sendo assim, para a analise dos parametros biologicos foram considerados
nove animais por grupo, sendo retirados aqueles que comprometiam a
homogeneidade da amostra em cada grupo, de acordo com o Teste de Lewine.

Os valores relativos a contagem de tekoginas, pesagem de ovos e de
larvas e eficicia do imundgeno sdo mostrados no Quadro 5; wvalores relativos
apenas a reducdo do numero de teledginas em estdbulo sdo mostrados no Quadro

6 e Figura 4.
Pode-se observar no Quadro 5 que:

- Quanto ao numero de teledginas, o grupo 2,0mg ¢é estatisticamente
diferente do grupo 1,0mg e controle (p<0,05) e, estes, iguais entre si;
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uadro 5 - Pardmetros biologicos de Boophilus microplus provenientes de animais inoculados com o peptideo sintético SBm7462 e do
g P plus p
grupo controle. As letras diferentes (a, b), numa mesma linha, indicam diferenca estatistica significativa ao nivel de
significancia de 0,05% no Teste de Tukey.

PARAMETROS BIOLOGICOS

CONTROLE 1,0mg 2,0mg
NUMERO DE TELEOGINAS 1187 1064 619°
PESO MEDIO OVOPOSICAO (gr) 0,1168° 0,138 0,1104°
PESO LARVAS / GRAMA OVOS (gr.) 0,7841 0,756 0,7432
REDUCAO PESO OVOS (DO) 2,57%" 5.48%°
REDUCAO TELEOGINAS (DT) 10,36" 478%
REDUCAO FERTILIDADE (DF) 3,58% 5,22%

EFICACIA (EF) 15,8% 53,29%"
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Quadro 6 (a) — Efeito bioldégico no numero de teledginas desprendidas de animais do grupo controle em estdbulo. O primeiro dia de
desprendimento corresponde ao 19° dia pos infestacdo artificial com larvas de B. microplus. O grau de sangue indicado se
refere a relacdo holandés/zebu (H/Z), de acordo com registros da EMBRAPA-CNPGL. Os animais 442 e 9563 estiveram

em uma unica baia.

Grupo Controle

Dias de coleta

Grau de
Animais/dia sangue (%9 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 TOTAL
442+ 93,75
9563 96 0 4 29 131 117 29 6 12 3 2 1 334
411 92,9 0 1 4 15 32 27 4 6 0 3 1 93
408 95,3 0 14 18 36 86 54 30 10 4 3 1 256
9556 93,75 0 2 18 51 42 25 4 4 4 0 1 151
9579 96 1 2 12 48 4 3 7 1 0 1 0 79
8525 96,87 0 7 6 32 31 20 20 5 5 2 2 130
433 72,65 0 1 7 16 20 13 3 4 3 2 0 69
427 96 1 4 3 16 29 12 3 2 0 5 0 75
MEDIA 0,25 4,375 12,125 43,125 45,125 22,875 9,625 5,5 2,375 2,25 0,75 1187
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Quadro 6 (b) — Efeito biologico no nimero de teledginas desprendidas de animais do grupo 1,0mg em estdbulo. O primeiro dia de
desprendimento corresponde ao 19° dia pos infestacdo artificial com larvas de B. microplus. O grau de sangue indicado se
refere a relagdo holandés/zebu (H/Z), de acordo com registros da EMBRAPA-CNPGL. Os animais 9517 e 465 estiveram

em uma unica baia.

Grupo 1,0mg

Dias de desprendimento

Grau de TOT

0,
Animais/dia S2m9ue (4 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 AL

9517+ 73,43
465 86.71 0 4 19 28 33 7 2 18 3 3 2 119
429 96 0 6 20 48 60 9 5 2 2 6 1 159
9576 96,87 0 11 9 46 44 30 10 2 0 2 0 154
9558 95,3 0 2 4 6 9 7 5 3 0 2 0 38
9497 93,75 1 13 30 47 48 19 6 1 2 2 0 169
9582 96,87 1 1 1 4 7 3 2 0 0 0 0 19
415 93,75 6 27 31 37 45 18 8 9 3 3 1 188
9493 93.75 3 23 20 57 52 35 11 10 2 5 0 218
MEDIA 1,37 10,87 16,75 341 372 16 64 56 15 287 05 1064
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Quadro 6 (c) — Efeito biologico no ntimero de teledginas desprendidas de animais do grupo 2,0mg em estdbulo. O primeiro dia de

desprendimento corresponde ao 19° dia pos infestacdo artificial com larvas de B. microplus. O grau de sangue indicado se

refere a relagdo holandés/zebu (H/Z), de acordo com registros da EMBRAPA-CNPGL. Os animais 414 e 425 estiveram em

uma unica baia.
Grupo 2,0mg
Dias de coleta
Grau de
animais/dia sangue (%) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 TOTAL
414+ 86,7
425 84,67 0 3 16 52 36 29 2 6 2 2 0 148
9522 93,75 1 0 0 6 3 3 4 4 0 1 0 22
9540 96,87 0 1 2 18 15 5 2 1 1 2 0 47
9567 95,3 0 3 2 28 24 7 8 1 0 0 0 73
400 93,75 0 0 14 9 14 16 6 0 0 2 0 61
9554 73,43 0 3 3 13 18 7 2 3 1 2 0 52
9492 86,3 0 0 15 18 19 11 5 8 2 1 0 79
424 93,75 0 0 0 40 44 38 9 3 1 0 2 137
MEDIA 125 1,2 6,5 23 21,62 14,5 6,56 3,25 0,87 1,25 0,25 619
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2,0mg
—— 1,0mg

—a— Controle

N de teleoginas desprendidas
e}
(e

Dias de desprendimento

Figura 4 - Efeito bioldgico sobre o numero de teledginas desprendidas de animais inoculados com SBm7462 em teste de estdbulo. O
primeiro dia de desprendimento correspondeu ao 19° dia pds infestagdo artificial com larvas de B. microplus. O dia modal da
queda de teledginas corresponde ao 21" dia pos infestagio.
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- Quanto ao peso das teledginas, ndo houve diferenca estatistica entre
0s grupos vacinais e controle. J4 em relacdo ao peso dos ovos pode-se
verificar que os grupos controle e 1,0mg sdo estatisticamente iguais,
porém ambos diferentes ao grupo 2,0mg (p<0,05). Esses achados
indicam que a agdo do imundgeno interfere na relacdo direta de que o
peso dos ovos ¢ proporcional ao peso das teledginas descrita por DE
LAVEGA (1976), corroborando que a resposta imune induzida pelo
peptideo sintético SBm7462 atua de forma evidente na performance
reprodutiva do B. microplus;

- Na relagdo larvas/grama de ovos, notase também uma maior reducdo
de larvas entre os grupos vacinais, em especial no grupo 2,0mg,
quando comparado com o controle;

- A eficiéncia do SBm7462 foi de 15,8% para a dose de 1,0mg e de
53,29% para a dose de 2,0mg, chegando a um nivel equiparado as
vacinas recombinantes para B. microplus, considerando a dose de
2,0mg.

O peptideco SBm7462 se mostra como um bom imundgeno estimulando
uma producdo de anticorpos que, por sua vez, interage com as c¢lulas intestinais
do parasita promovendo alteragdes em varios aspectos biologicos, principalmente
na reducdo do numero de teledginas e redugdo da fertilidade dos ovos
provenientes de carrapatos de bovinos inoculados. A interagdo dos anticorpos
induzidos pelo peptideo sintético nas estruturas celulares do intestno do B.
microplus pode ser evidenciada por imunofluorescéncia ou imunoperoxidase e os
danos celulares podem ser vistos em cortes histologicos de carrapatos
provenientes de animais imunizados (PORTELA, 2000)

O quadro 7 mostra uma comparagdo entre este experimento misto €
diversos  experimentos realizados com antigenos recombinantes e  sintéticos
baseados na estrutura da Bm86 com animais em isolamento e em condicoes de

desafio programado.
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Quadro 7 — Comparagdo dos resultados obtidos neste experimento com
resultados  obtidos por PORTELA (2000), usando peptideo
sintético e por RODRIGUEZ, et al. (1994), PENICHET, et al
(1994), FRAGOSO, et al. (1995) ¢ MASSARD, et al. (1995),

usando a Bm&6 recombinante.

Experimento Amostra (origem) Raca Eficacia (%)
1 Porto Alegre (Brasil) Holandés 53,29
2 Vigosa 1 (Brasil) Jersey 81,05
3 Camcord (Cuba) Holandés 76
4 Camcord (Cuba) Holandés 91
5 Yeerongpilly (Australia) Holandés 75
6 Cenapa (México) Holandés 84
7 Tuxpan (México) Holandés 51
8 Tuxpan (México) Aberdeen angus 56
9 Mora (México) Aberdeen angus 58
10 Amostra de campo (Brasil) Jersey 51

'~ Resultados obtidos neste experimento com peptideo sintético SBm7462 em
animais estabulados e a campo.

> _ PORTELA (2000), utilizando peptideo sintético SBm7462, em estabulo.

® _ RODRIGUEZ, et al. (1994), em estabulo.

367 _ PENICHET, et al. (1994), em estabulo.

89 _ FRAGOSO, et al. (1995), em estabulo.

' _ MASSARD, et al. (1995), em estabulo.

A eficicia do peptideo SBm7462 em estibulo se mostra superior a
maioria dos testes realizados com rBm86 na mesma situagdo, exceto quando
comparado ao teste com as amostras Camcord e Cenapa, em bovinos da raca
holandesa (PENICHET, et al, 1994). Ja os resultados deste trabalho evidenciam
que o peptideo sintético produz uma resposta imune protetora contra o B.
microplus, mesmo sob as condigoes de estresse devidas ao manejo, com uma
eficicia equiparada aos demais ensaios com rBm86 sob condicdes apenas de
estabulo.

Os resultados de andlise biologica e a eficiéncia do imundgeno neste
trabalho ndo chegam ao nivel encontrado por PORTELA (2000), utilizando o
SBm7462 em Jersey confinados, o que pode ser justificado por varios fatores

COomo:

56



a)

b)

©)

A raca utilizada no presente experimento (holandesa) ¢, segundo
WHARTON e NORRIS (1980), UTECH et al. (1978) e LEMOS
(1986) considerada naturalmente muito sensivel ao B. microplus, ao
contrario da raga Jersey; RODRIGUEZ et al (1995) relatam uma
menor infestagdo natural média em bovinos da raga Jersey quando em
comparagdo com outras ragas, além de um nimero de teledginas
menor quando utilizado a rBBm86 como imunogeno.

As condigdes de estresse na qual os animais do presente experimento
estavam submetidos poderiam levar a uma menor performance
imunoldgica ou protetora, devido a condigdes climaticas, parasitismo
por ecto e endoparasitas, vacinacdes diversas e manejo, concordando
com SUTHERST et al(1983) que afirmam que o bom desempenho
imunolégico do hospedeiro do B. microplus depende da raga
envolvida, idade, estado nutricional e carga parasitiria de outros
parasitas concomitantes;

Neste trabalho fezse o uso de uma outra cepa de carrapatos (“Porto
Alegre”), at¢ entdo ndo testada com peptideos sintéticos, que pode
apresentar uma  sensibilidade  diferente  quanto a0  imunogeno.
COBON et al (1995), GARCIA-GARCIA et al. (1999) e DE LA
FUENTE et al (2000) citam que existem diferencas de eficacia da
Bm86 quando testada em cepas de carrapatos diferentes em diversas
regides do mundo, ndo se sabendo desta possibilidade para antigenos
sintéticos, até entdo. Diferencas morfologicas entre diversas cepas de
carrapatos sao comuns, especialmente com respeito ao peso da fémea
ingurgitada (0,18g para a cepa Yerongpilly, australiana; 0,19g para a
cepa Camcord, cubana; 0,33g para a cepa Tuxpan, mexicana ¢ 0,34g
para a cepa Cenapa, também mexicana) (PENICHET, et al, 1994),
indicando uma possivel diferenca genética. Em amostras mexicanas,
autralianas, cubanas, argentinas e venezuelanas, GARCIA-GARCIA,
et al. (1999) mostram que had sugestdes de se fazer uma relagdo

inversa entre a eficicia da vacinagdo com Bm86 e a seqiiéncia de
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variacdo no locus da Bm86 com um R2=0,7 e que o grau de mutagdo
nesse locus esta entre 0,02 a 0,1 aminoacidos por ano.

Neste trabalho, o animal 9550 (grupo 2,0mg) ndo apresentou resposta
imunologica quanto ao mnumero de carrapatos desprendidos em  estabulo.
PORTELA (2000) também verificou um dos animais ndo reagente. A mais
provavel explicacdo seria a da caracteristica polimoérfica dos genes que codificam
as moléculas do MHC, fundamentais para a apresentacio de antigenos e do
reconhe cimento do proprio € ndo-proprio (HUGHES e YEAGER, 1998).

Tendo em conta a diferenca no nimero de teledginas por animal que se
apresentou neste experimento, o que concorda com dados de outros experimentos
(MORA HERNANDEZ, 1996), se tem o fator mais dificil a0 se analisar uma
vacina para carrapatos, pois, mesmo em graus de sangue prOXimos, Os animais
podem apresentar nimero de carrapatos diferentes. Neste trabalho, poder-se-ia
ter uma maior homogeneidade entre os grupos se os animais fossem separados,
no inicio do experimento, pela carga parasitaria e ndo pelo peso, como foi feito.

Os resultados obtidos no presente experimento reforcam o fato que o
peptideo sintético SBm7462 apresenta-se como um bom candidato a imundgeno
para o controle de B. microplus, todavia, para um melhor aproveitamento dos
antigenos sintéticos de carrapatos deve-se utilizar em conjunto técnicas de
manejo de ragas mais resistentes € de boa produgao.

Os antigenos para B. microplus, de um modo geral, ndo vém eliminar o
uso de carrapaticidas, mas permitir um maior intervalo de aplicagdo desses
produtos (MASSARD et al, 1995) e diminui¢io da populagdo de carrapatos no
decorrer dos anos, chegando a um nivel de parasiismo com um minimo de
perdas econdmicas. Além do mais, a eficdcia desses imundgenos estd diretamente
ligada a fatores como condigOes climaticas, racas de bovinos utilizados, amostras
de carrapatos e densidade, manejo, pasto e uso ou ndo de acaricidas associados
(DE LA FUENTE, 1995) e que a imunidade deve ser vista como uma imunidade
de rebanho e ndo individual para que se tenha sucesso (COBON, et al., 1995).

Cabe lembrar que as boas respostas de memoria imunologica aos
peptideos  sintéticos demonstradas pela alta produ¢do de IgG em um curto
intervalo de tempo apds revacinagdo com peptideo sintético (PORTELA et al.
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1999) corroboram para um maior sucesso do controle imunoldgico do B.
microplus no decorrer de inoculagdes periddicas promovendo uma maior reducdo
da populacdo de carrapatos no decorrer dos anos em um programa de controle.

A reducdo na quantidade de teledginas, no peso destas, no peso dos ovos
e na eclodibilidade e suas interagdes por formulas matematicas, como pardmetros
para avaliar vacinas contra carrapatos, segue a proposta de WILLADSEN et al.
(1989), preconizada também por AGBEDE e KEMP (1986) ¢ DE LA FUENTE
(1995). As alteragdes destacadas acima sobre os parametros da fase nao
parasitiria também foram observadas em diversos outros experimentos, seja da
utilizagdo de proteina Bm86 nativa purificada (JOHNSTON et al, 1986;
OPDEBEECK et al., 1988 ¢ WILLADSEN et al, 1989), Bm86 recombinante
(RODRIGUEZ et al, 1994 ¢ MORA HERNANDEZ 1996) e peptideos sintéticos
baseados na estrutura da Bm86 (OLIVEIRA, 1998; PORTELA, 2000).

A principal hipotese para a causa das alteracdes nos pardmetros bioldgicos
seria a interacdo de fatores existentes no sangue dos animais inoculados, os quais
poderiam ser representados pelos anticorpos, por proteinas do complemento e
provavelmente por linfocinas, com as proteinas de membrana das células
digestivas, reduzindo a capacidade digestiva do carrapato, seu ingurgitamento e
conseqiiente  conversio  de  componentes  sanglineos em  vitelogenina
(BALASHOV, 1972; SONENSHINE, 1991b). A vitelogenina ¢ o principal
componente dos ovos, sendo a substancia responsavel pela nutricdo do embrido e
da larva. A falta desse componente basico dos ovos seria entdo o principal fator

de diminuigao do peso dos ovos e da eficiéncia de eclodibilidade.

5.5. Anadlise de sobrevivéncia de larvas de Boophilus microplus provenientes

de animais inoculados com peptideo sintético SBm7462 a campo

A andlise de sobrevivéncia das larvas ¢ um dos aspectos menos
estudados quando se analisam vacinas contra carrapatos, mas que tem uma
importancia grande ao se levar em conta que um imunogeno para o B. microplus
tem como finalidade a redugdo do nimero de carrapatos nas geracoes

subseqiientes, ndo somente pela redugdo do numero de teledginas € no nimero de
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ovos, como também de uma reducdo na fertilidade desses ovos. MORA
HERNANDEZ (1996) comparou a taxa de sobrevivéncia de larvas, em condicdes
controladas, provenientes de carrapatos de animais vacinados a campo com a
Bm86 recombinante (Gavac' ") e verificou que as larvas das coldnias testes
perdem viabilidade de infestacgdo a partir da quinta semana de eclosio, com
mortalidade crescente a partir da sexta semana, conseguindo sobreviver entre 58
e 63 dias, em contraste aos 160 dias do grupo controle.

Os dados de sobrevivéncia de larvas nas pastagens podem ser vistos no

Quadro 8.

Quadro 8 - Andlise de sobrevivéncia de larvas de Boophilus microplus, aos 60
dias, provenientes de animais inoculados com SBm7462 nas

pastagens.

ANALISE DE SOBREVIVENCIA DE LARVAS NAS PASTAGENS

Tempo Grupo Peso de ovos (n de N de larvas vivas % mortalidade
larvas)
Controle 0,1g (2000 larvas) 767 61,65
60 dias 1,0mg 0,1g (2000 larvas) 545 72,75
2.0mg 0,1g (2000 larvas) 510 74,5

Pelos presentes dados, ndo se pdde fazer uma analise estatistica pelo
pequeno mnimero de amostras, embora se verifique uma porcentagem de
mortalidade de 61,65% para o grupo controle, 72,75% para o grupo 1,0mg e de
74,5% para o grupo 2,0mg ao final dos 60 dias.

A possivel explicagdo para a reducdo na sobrevivéncia das larvas dos
grupos vacinados estd na associagdo entre as condi¢des climaticas, concordando
com HITCHCOCK (1955b), LONDT (1975), CORDOVES (1997) ¢ FURLONG
(1998), os quais citam que a fase ndo-parasitaria sofre enorme influéncia das
condigdes ambientais e, possivelmente, na agdo de anticorpos sobre a superficie
das células intestinais, uma vez que os ovos sao mais susceptiveis a desidratacdo
e a acdo dos antigenos escondidos devido a restrigdo da ingestdo de particula
heme, essencial para o desenvolvimento dos odcitos (MORA HERNANDEZ,
1996).
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As condigdes climaticas, nas quais as larvas estavam submetidas, se
referem aos meses de abril e maio de 2001, favoravel a sobrevivéncia larval,
como se pode ver no quadro 3.

WILLADSEN (1997) cita que a Bm86 estd presente em larvas, ninfas e
adultos de B. microplus; PORTELA (2000) relata o reconhecimento por soros
provenientes de animais imunizados com SBm7462 em estruturas do saco
vitelino de larvas de B. microplus através de testes imunohistoquimicos. Esses
achados fortalecem a hipotese de uma interagdo entre os anticorpos elicitados e
estruturas internas de larvas de B. microplus reforgando uma agdo deletéria sob a
viabilidade das larvas a campo, o que pode justificar um menor numero de

teledginas nos grupos vacinados.
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6 — CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos neste experimento, pode-se concluir
que:

As condicdes de estresse ambiental a campo ndo interferiram na geragdo
de uma resposta imune induzida pelo peptideo sintético SBm7462 nos bovinos.

O peptideo sintético foi capaz de induzir uma resposta imune protetora
conta a amostra “Porto Alegre” de Boophilus microplus em bovinos da raga
holandesa em teste misto.

O nimero de teledginas desprendidas dos grupos vacinados foi menor
que do grupo controle.

As teledginas provenientes de animais imunizados com o peptideo
SBm7462 realizam menor ovopostura.

A taxa de eclodibilidade dos ovos provenientes de teledginas dos grupos
vacinados foi menor do que a de teledginas provenientes de animais do grupo
controle.

A dose de 2,0mg se mostrou mais protetora que a de 1,0mg.

A eficdicia do peptideo sintético SBm7462, considerando os pardmetros
biologicos do Boophilus microplus nos grupos testados, foi de 53,29% para a
dose de 2,0mg e de 15,8% para a dose de 1,0mg.
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