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RESUMO

NEVES, Elisangela de Souza M.Sc., Universidade Federal de Vicosa fevereiro de 2011.
Avaliacdo “in vivo” da eficiéncia de dois imundgenos recombinantes derivados do
peptideo SBm7462® para o controle do carrapato Rhipicephalus (Boophilus)
microplus (Canestrini 1887). Orientador: Joaquin Hernan Patarroyo Salcedo.
Coorientadores: Sidimar Sossai e Marlene Isabel Vargas Viloria.

Os peptideos recombinantes rBmseql e rBmseq4 foram avaliados como
imundgenos para o controle do carrapato R. (B.) microplus em teste de estabulo. Foram
utilizados 17 bovinos mesticos com meédia de sangue 7/8 (H/Z), os quais foram
mantidos sob 0 manejo rotineiro no Setor de Isolamento de Bovinos do Departamento
de Veterinaria — UFV. Os animais foram separados em quatro grupos constituidos por
quatro animais cada: grupo vacinal rBmseql,grupo vacinal rBmseg4, grupo controle e
grupo P. pastoris, sendo 0s grupos vacinais imunizados nos dias 0, 30 e 60 com 2 mg de
peptideo recombinante associado ao adjuvante saponina. Os animais do grupo controle
foram inoculados com solucdo fisiolégica e o grupo Pichia pastoris com 2 mg de
extrato bruto de P. pastoris ndo transformada. Foram realizadas coletas de sangue
seriadas e semanais até a 14° semana do estudo. Apos 21 dias da terceira inoculacdo, 0s
animais foram submetidos a infestagéo artificial com um total de 4.500 larvas/animal de
R. (B). microplus (amostra “Vigosa”). A partir do 19° dia ap0s a infestagdo os animais
foram observados diariamente quanto ao desenvolvimento larval. A partir do 21° dia foi
realizada lavagem, duas vezes ao dia, das baias e coletas manuais das teledginas
desprendidas, as quais foram contadas, pesadas, identificadas e incubadas em estufa
B.O.D. por quinze dias a 28°C+2°C e 80% de umidade relativa, quando seus respectivos
ovos foram pesados. Foram analisados nimeros de teledginas desprendidas, peso dos
ovos, relacdo peso larvas/grama de ovos e sua viabilidade. A cinética da producéo de
anticorpos foi acompanhada através de ELISA, obtendo-se titulos maiores para os
grupos vacinais, estatisticamente diferentes aos grupos controle e Pichia pastoris
(p 0,05) Os parametros bioldgicos foram analisados levando-se em consideracdo o
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nimero e peso das teledginas, peso e fertilidade dos ovos. A eficcia calculada foi
52,72% para o grupo vacinal rBmseql e de 72,40% para o grupo vacinal rBmseqg4.
Quanto a avaliacdo do numero de carrapatos, houve diferenca estatistica entre os grupos
testados, entre si e quando comparados ao grupo controle, sendo marcadamente
acentuada no grupo rBmseg4. Os parametros peso das teledginas ao desprendimento e
peso medio da oviposicdo dos grupos vacinais ndo diferiram estatisticamente quando
comparados ao grupo controle. Os resultados obtidos mostram que o0s peptideos
recombinantes rBmseql e rBmseq4 sdo alternativas vidveis para o controle do carrapato

R. (B). microplus, pela sua eficacia, seguranca ambiental e baixo custo.



ABSTRACT

NEVES, Elisangela de Souza M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February, 2011.
Evaluation efficacy “in live” of two recombinant immunogens derivatives of
peptide SBm7462® in the control of the tick Rhipicephalus (Boophilus) microplus
(Canestrini 1887). Adviser: Joaquin Hernan Patarroyo Salcedo.Co-advisers: Sidimar
Sossai and Marlene Isabel Vargas Viloria.

Recombinant peptides rBmseql and RBmseq4 were evaluated as immunogenic
for the control of ticks R. (B. ) microplus in test of stable. We used 17 bovine animals of
the half-breed average degree of blood of 7/8 (H/Z), which were kept under the
management routine in the Sector of isolation of bovine animals in the Department of
Veterinary — UFV. The animals were separated into four groups: group vaccine
rBmseql,group rBmseq4 vaccine, control group and group P. pastoralist, being
immunized vaccine groups on days 0, 30 and 60 with 2 mg peptide recombinant
associated with adjuvant saponin. The animals of the control group were inoculated
with saline solution and the group Pichia pastoris with 2 mg of crude extract of P.
pastoralist not processed. Collections were made serial blood and weekly until the 14TH
week of the study. After 21 days of the third inoculation, the animals were submitted to
artificial infestation with a total of 4,500 larvae/animal of R. (B). microplus (sample
"Vigosa"). From the 19th day after the infestation animals were observed daily to the
larval development. From the 21™ day was performed washing twice a day of the stalls
and collections of manuals teledginas detached, which were counted, weighed,
identified and incubated in greenhouse B. O. D. by fifteen days, when their eggs were
weighed. Numbers were analyzed teledginas detached, egg weight, relation weight
larvae/gram of eggs and its viability. The kinetics of production of antibodies was
accompanied by ELISA, getting-securities greater for vaccine groups, statistically
different groups controlling and Pichia pastorais (p[J0,05) The biological parameters
were analyzed taking-account of the number of teledginas, weight and fertility of eggs.
Efficacy was 52.72% for group rBmseql vaccine and 72.40% for group rBmseq4

vaccine . Regarding the assessment of the number of ticks, there was statistical
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difference between the groups, between themselves and when compared to the control
group, markedly marked in the group rBmseqg4. The parameters weight of teledginas to
detachment and average weight of oviposition of vaccine groups, did not differ
statistically when compared to the control group. The results obtained show that the
peptides recombinant rBmseg4 rBmseql and are viable alternatives for the control of

ticks R. (B). microplus, its efficiency, environmental safety and low cost.
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1. INTRODUCAO

O carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus, constitui o principal problema
para a industria de bovinos. Estd amplamente distribuido nas regides tropicais e
subtropicais do mundo, com expansao para outras areas devido as mudancas climaticas
(BARKER e MURREL, 2004); (OLWOCH et al, 2007). Infestacdes com Riphicephalus
Boophilus microplus causam grande impacto econémico como a reducdo do ganho de
peso, diminuicdo na producdo de leite, e por transmitir patégenos que causam babesiose
(Babesia bovis e Babesia bigemina) e anaplasmose (Anaplasma marginale) (PETER et
al, 2005).

O uso de acaricidas, controle quimico, constitui a principal estratégia para o
controle de carrapatos (GRAF et al, 2004). Esse tipo de controle é utilizado sob a forma
de banhos de aspersdo, imersdo, tratamentos “pour-on” e farmacos injetaveis.
Entretanto, o uso de acaricidas tem sua eficacia limitada na reducdo na infestacdo de
carrapatos e € freqlientemente acompanhada por sérios problemas, incluida a selecdo de
carrapatos resistentes, contaminacdo ambiental e de produtos de origem animal, como
leite e carne com seus residuos (GRAF et al, 2004). Todas essas questdes reforcam a
necessidade por pesquisas alternativas para o controle de carrapatos (DE LA FUENTE e
KOCAN, 2006); (WILLADSEN, 2006).

Na década de 1990, foram desenvolvidas vacinas para induzir protecdo dos
hospedeiros vertebrados contra infestacGes de carrapatos. Estas vacinas foram baseadas
na proteina intestinal Bm86 sendo expressa em proteinas recombinantes
(WILLADSEN, 2006); (DE LA FUENTE e KOCAN, 2003). Essas vacinas reduziram o
numero de teledginas, peso e a capacidade reprodutiva, tendo como principal efeito na

reducdo do numero de larvas nas subsequentes infestaces (CANALES et al, 2009).

SOSSAI (2009) desenhou quatro genes, tendo como base a sequéncia de
aminoécidos do peptideo sintético SBm7462® e otimizados para uso na levedura Pichia
pastoris. O peptideo rBmseql foi desenhado de tal forma que o peptideo SBm7462 foi
repetido em tandem por trés vezes. J& o peptideo rBmseg4 possui a seqiiéncia original
do peptideo SBm7462. Os peptideos heterdlogos foram caracterizados por SDS-PAGE

e Western blotting sendo reconhecidos por soro hiperimune de coelho imunizado com o
1



peptideo SBm7462, demonstrando que os peptideos verificados no SDS-PAGE eram 0s
produtos dos genes sintéticos. Dos peptideos expressados - rBmseql, rBmseq2,
rBmseq3 e rBmseq4, foram selecionados os que obtiveram maior resposta humoral,

rBmseql e rBmseq4 para teste na espécie alvo, bovinos, objeto desse presente estudo.



2. OBJETIVOS

2.1-OBJETIVO GERAL:
v Determinar as eficacias vacinais na espécie bovina de dois imundgenos vacinais

produzidos em levedura P. pastoris.

2.2. - OBJETIVOS ESPECIFICOS:
v’ Determinar as cinéticas humorais dos anticorpos anti-peptideos recombinantes.
v' Determinar as eficacias vacinais das duas formulagdes utilizadas no estudo
frente ao desafio com a amostra Vicosa de R. (B.) microplus.
v Determinar os parametros biolégicos parasitarios e ndo parasitarios da cepa
Vigosa de R. (B.) microplus alimentada sobre bovinos vacinados e controle.



3. REVISAO DE LITERATURA
3.1- O CARRAPATO Ripicephalus (Boophilus) microplus.

Postula-se que os carrapatos se desenvolveram como parasitas obrigatérios de
répteis na era paleozdica, periodo carbonico, em climas quentes e Umidos. Supde-se que
quando esses répteis se ramificaram em numerosas formas de vida, preenchendo nichos
aquaticos e terrestres, seus carrapatos mais primitivos evoluiram em duas principais
familias, Argasidae e Ixodidae (HOOGSTRAAL e WASSEF, 1985).

Desde a metade do século dezenove, quando a industria de gado foi
desenvolvida em muitos paises tropicais e subtropicais, 0s carrapatos se tornaram um
problema econémico e, conseqiientemente, as medidas para o seu controle comecaram a

se desenvolver.

Em funcdo das expedicbes exploradoras registradas na historia, com a
movimentacdo de animais e mercadorias, ocorreu a sua expansdo e introducdo na
maioria das regiGes tropicais e subtropicais: Australia, México, América Central,
América do Sul e Africa, tendo se estabelecido dentro dos climas demarcados pelos
paralelos 32° Norte e 32° Sul, com alguns focos no 35° Sul (NUNES et al., 1982).

A introducéo no Brasil parece ter ocorrido no inicio do século XVIII, via o
estado do Rio Grande do Sul, por animais comprados do Chile. Atualmente, os
carrapatos encontram-se distribuidos em todo o pais, variando de intensidade de acordo

com os tipos raciais de bovinos e com as condi¢6es climaticas (ANDREOTTI, 2002).

De acordo com FLECHTMANN (1990), o R. B. microplus (FIGURA 1) possuia
a seguinte posicao sistematica:
Filo — Arthropoda (\VVon Siebold & Slannius, 1845)
Subfilo — Chelicerata (Heymons, 1901)
Classe — Aracnida (Lamarck, 1802)
Subclasse — Acari (Leach, 1817)
Ordem — Parasitiformes (Renter 1909)
Subordem — Metastigmata (Canestrini, 1891)
(Ixodides Leach, 1815)
Familia — Ixodidae (Murray, 1887)
Género — Boophilus (Canestrini, 1887)

4



Em 2002, as cinco espécies do género Boophilus foram incluidas dentro do
género Rhipicephalus por HORAK, CAMICAS e KEIRANS (2002), baseando-se nas
proximidades genéticas e evolutivas de ambos. Como o género Boophilus é um dos
mais estudados e conhecidos no mundo, o nome Boophilus permaneceu como
subgénero. Assim, o Boophilus microplus passou a ser denominado Rhipicephalus
(Boophilus) microplus (HORAK; CAMICAS; KEIRANS, 2002; JONGEJAN e
UILENBERG, 2004; BARKER e MURRELL, 2002).

O ciclo de vida do carrapato R. (B.) microplus (FIGURA 02) divide-se em fase
de vida livre e fase de vida parasitaria. Em condicGes favoraveis, a fase de vida livre
dura em torno de 32 dias durante 0s quais 0 carrapato ndo se alimenta e sobrevive
exclusivamente de suas reservas, esta fase inicia-se ap0s a queda da teledgina
ingurgitada com o periodo de pré-postura. A postura inicia-se trés dias apos a queda ao
solo, com periodo de postura em torno de 15 dias, quando a fémea morre. O peso total
dos ovos (2000 a 3000 ovos) apds o término da postura equivale a 52% do peso vivo da
teledgina. A ecloséo das larvas pode demorar em torno de vinte e dois a trinta dias As
larvas sdo bastante vulneraveis a baixas temperaturas, mas em presenca de alta umidade

relativa podem sobreviver no solo até 8 meses (ANDREOTT]I, et al., 2002).

Seis dias ap6s a eclosdo, com as cuticulas fortalecidas, as larvas estdo prontas
para subir nas pastagens por geotropismo negativo, localizar o hospedeiro pelo odor,
vibracBGes, sombreamento, estimulo visual e gradiente de concentracdo de CO, e
alcancar o hospedeiro. Ao entrar em contato com o bovino, as larvas se fixam em
regides que favorecerdo o seu crescimento. Essas regifes incluem Ubere, regides
perineal, perianal, vulvar e entre pernas e sdo determinadas em funcdo da espessura,
vascularizagéo e temperatura da pele, bem como pela dificuldade de acesso as lambidas
do hospedeiro (ANDREOTTI, 2007).

Uma vez que as larvas infectantes se encontram fixadas ao hospedeiro se inicia a
fase parasitaria (nesta fase o carrapato € pouco afetado pelas condi¢es climaticas
ambientais, mas mesmo assim, ele procura regides da pele onde a temperatura varie de
31° a 38°C (JONSSON, 2006). Apds sete dias de sua fixacdo ocorre a mudanca para

ninfas e estas mudam para adultos com marcado dimorfismo sexual em



aproximadamente oito dias. A fase parasitaria desenvolve-se até a fecundagdo e

ingurgitamento total das teledginas.

*ﬁm b 4P

Fase parasitaria: (1)- larva infectante realizando a fixacdo do bovino; (2)- ninfa; (3)- teledgina em estagio final de
ingurgitamento. Fase de vida livre: (4)- teledgina em periodo de postura no solo;  (5)- ovos, no solo, em periodo de
incubaco; (6)- larva, no solo, em periodo de incubacéo.

FIGURA 01: Esquema simplificado do ciclo de vida carrapato R.(B) microplus.

As larvas de R. (B). microplus alimentam-se preferencialmente de plasma. O
sangue se torna o principal constituinte alimentar apenas nos momentos que precedem o
rpido ingurgitamento das ninfas e das fémeas. A partir do 17° dia que se segue a
infestacdo ocorre o acasalamento, com rapido ingurgitamento apds a coépula
aumentando seu peso em até 200 vezes (JONSSON, 2006) e subseqliente queda da
fémea de R. (B). microplus, tendo RIEK (1957) estimou que cada teledgina seja
responsavel pela perda de 1 ml de sangue do bovino ou 2 a 3 ml de sangue bovino como
citado por (GONZALES, 1995).

3.2- IMPORTANCIA DO R. (B). microplus

O Brasil tem o maior rebanho comercial de bovinos do mundo, em torno de 206
milhGes de cabecas (IBGE, 2010).

A eficiéncia da exploracdo comercial bovina em regides tropicais depende, em
grande parte, do potencial de producdo dos animais, bem como da capacidade de
adaptacdo ao ambiente. A infestacdo pelo carrapato R. (B) microplus assume papel de

fundamental importancia, pois esse parasita se destaca como um dos que mais prejudica



0 desempenho dos animais, em consequéncia das acdes espoliadora, mecénica e téxica
(FRAGA et al., 2003).

O carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus e os agentes da tristeza
parasitaria bovina (Babesia bovis, B. bigemina e Anaplasma marginale) sdo
considerados fatores limitantes para o desenvolvimento adequado da pecuéaria na
América Latina (NARI, 1995). O Brasil tem uma perda estimada em US$2 bilhGes
anuais devido a efeitos diretos e indiretos de infestacGes por este artropode (GRISI et
al., 2002) tais como perda na producéo de leite, carne, e couro, anemia, transmissao de
parasitas, mortalidade, reducdo da natalidade, consumo de carrapaticidas, campanhas de
educacédo do produtor, investimentos em infra-estrutura e mao-de-obra para tratamento.
Na Argentina as perdas superam 100 milhdes de dolares anuais (SIGNORINI, 1991).
No Mexico, calcularam em 30 kg de carne por animal/ano (WOODHAN et al. 1983).

Segundo SPRINGELL (1983), em um estudo conduzido para a FAO (Food and
Agriculture Organization), as perdas econdmicas causadas pelo carrapato R. (B)
microplus podem ser estratificadas como: 36% causadas pelo aumento do custo do
trabalho aplicado ao controle e tratamento dos animais parasitados; 20% relacionados a
perda de produtividade carnea, ou seja, diminui¢do do ganho de peso, 16% relacionados
a perda de produtividade leiteira; 11% relacionados aos custos diretos do tratamento a
base de acaricidas; 7% com oObitos e 10% com outras perdas, tais como a diminui¢do do

valor do couro, veiculacdo de doencas e tratamento destas, descarte de animais.

Sua acdo espoliativa, que corresponde a perda pelo bovino de 2 a 3 ml de sangue
por fémea do carrapato (GONZALES, 1995), causa queda na producéo de leite e carne,
com perda média anual de 240 gramas de peso vivo por carrapato (SUTHERST et al,
1983). Além disso, o R. (B) microplus causa danos ao couro dos bovinos pelas reagdes
inflamatdrias provocadas no local de fixacdo (SEIFERT et al, 1968; HORN e
ARTECHE, 1985).

Numa visdo global, os carrapatos Ixodideos sdo considerados o0s mais
importantes vetores de doengas que afetam rebanhos, humanos e animais de companhia
(JONGEJAN e WILENBERG, 2004). Sdo estimados que os custos globais para
controlar os carrapatos e as doengas por eles transmitidas de uma forma geral em
bovinos estejam entre US$ 13,9 a 18,7 bilhdes anualmente (DE CASTRO, 1997).



3.3- METODOS DE CONTROLE
3.3.1- CONTROLE QUIMICO

O método de controle que mais tem sido utilizado desde a década de 50 é o0 uso
de acaricidas (PRUETT, 1999). O controle do carrapato tem sido praticamente
dependente do uso de acaricidas, e o0 aparecimento de isolados resistentes a estas drogas
representa um sério problema para a saude e producdo animal, em varias partes do
mundo (SOLOMON, 1983).

Além do desenvolvimento de resisténcia, a presenca de residuos quimicos em
alimentos também é preocupante (WILLADSEN, 2006). E dispendioso, além de poder
causar danos ao meio ambiente e a satde publica, por meio da contaminacgéo de rios e
solos (CRUZ, 2008). Ao mesmo tempo, o desenvolvimento de novos acaricidas
demanda muito tempo e é caro, reforcando a necessidade de novas alternativas para
controle de infestacOes de carrapatos (GINSBERG, 2001).

Até a metade do século XX, as medidas disponiveis para o controle dos
carrapatos eram limitadas. Os produtos mais utilizados eram os derivados arsénicos,
caracterizados por sua baixa eficacia, alta toxicidade ao gado e efeito residual.
Populacdes de R.(B.) microplus e B. decoloratus desenvolveram resisténcia ao arsénico
apos 1935, e com a falta de um acaricida alternativo, as infestaces por R.(B) microplus

em vérias partes do mundo tomaram enormes proporgoes.

Em 1940 os primeiros organoclorados comecaram a ser avaliados (SHAW,
1970). O DDT e outros organoclorados (lindane, dieldrin, aldrin, BHC e toxafen)
aparecem entre 1940 e 1950, quando surgiu a resisténcia as compostos arsénicos
(GRAF et al.,, 2004). Organoclorados foram os primeiros inseticidas organicos
sintéticos comercializados. DDT e benzenohexaclorido (BHC) sdo os primeiros
componentes do grupo a serem utilizados como acaricidas (COBBET, 1947;
MAUNDER, 1949, WHITNALL et al, 1951). Em &areas como a Austrdlia (NORRIS e
STONE, 1956; STONE e MEYERS, 1957) e regibes sul e equatorial da Africa
(WHITEHEAD, 1958; BAKER E SHAW, 1965), ocorreram resisténcia cruzada de
diferentes populagdes de carrapatos incluindo R. microplus, B. decoloratus e
Rhipicephalus appendiculatus para todos organoclorados abreviaram a vida Util destes
quimicos (GEORGE; POUND; DAVEY, 2004).



O desenvolvimento dos organofosforados foi primariamente determinado para o
controle de R (B). microplus resistente aos organoclorados nas areas tropicais e
subtropicais (SHAW, 1970). Assim como os organofosforados, os carbamatos inibem o
sitio da aceticolinesterase, mas com baixa toxicidade a mamiferos. Porém, o valor dos
carbamatos para controle de carrapatos é limitado devido a sua resisténcia cruzada com
organofosforados (ROULSTON, 1972; DOUGAL e MACHIN, 1988). A resisténcia a
organofosforados e carbamatos diminuiu sua utilidade na Australia, grande parte da
Africa e partes da América Latina (KUNZ e KEMP, 1994).

Uma década depois, quando os organofosforados comecaram a perder sua
eficacia, surgiram as associacbes com amidinas (principal representante sendo o
amitraz). A resisténcia as amidinas apareceu no final de 1970 e os piretroides
(flumetrina, cipermetrina, deltametrina e cialotrina), baseados na sua excelente eficécia
e seu largo espectro, tomaram grande parte do mercado em 1980, espalhando-se
rapidamente na década de 90 e permitindo um importante retorno das amidinas, que ndo
foram completamente exploradas na sua introducdo inicial (GRAF et al., 2004). O uso
aumentado das amidinas levou ao reaparecimento da resisténcia a esta classe de
substancias. Novos produtos e solucBes apareceram durante a ultima década focando
principalmente o R. microplus. S&o designados: as lactonas macrociclicas (ivermectina,
abamectina, doramectina, eprinomectina e as milbemicinas), os fenilpirazéis (fipronil),
os reguladores de crescimento (fluazuron) e as spinosinas (spinosad) (GRAF et al.,
2004; VERCRUYSSSE, 2004).

No Brasil, ha relatos de resisténcia a lactonas macrociclicas por R.(B) microplus
(VERCRUYSSE, 2004) especificamente doramectina com resisténcia cruzada a
ivermectina e a moxidectina. As limitadas alternativas de acaricidas e o uso difundido
de lactonas macrociclicas podem levar a sérios problemas de resisténcia (GEORGE;
POUND; DAVEY, 2004).

Fipronil pertence a familia dos fenilpirazds, € utilizado para o controle de
carrapatos em varios paises da Ameérica Latina, mas ndo foi registrado nos Estados
Unidos e em outros paises para 0 uso em animais de producdo (GEORGE; POUND;
DAVEY, 2004).



Fluazuron, uma benzoilfeniluréia, atua na sintese de quitina em R. (B). microplus
(TAYLOR, 2001), A principal acdo sobre o carrapato € a reducdo da fecundidade e
fertilidade de fémeas ingurgitadas e mortalidade de larvas devido sua capacidade de
atingir o préoximo instar. A eficacia de fluazuron persiste por, aproximadamente, doze
semanas e por causa das suas caracteristicas de ligacdo a gordura, é excretado no leite.
Por deixar residuo na gordura, é proibido o consumo de carne derivada dos animais

tratados, por seis semanas (BULL et al., 1996).

Spinosad representa uma nova classe de pesticida, as spinosinas. E derivado da
mistura de dois componentes, spinosina A e spinosina D (WEST, 1996), os quais sao
metabolitos da fermentacdo do actinomiceto Saccharopolyspora spinosa (THOMPSON
et al. 1995b) e tem um Unico modo de acdo que envolve rompimento da ligacdo de
acetilcolina em receptores acetilcolina/nicotina nas células pos-sinapticas (WARE,
2000). Este modo Unico de acdo qualifica-o como acaricida alternativo para o controle
de R. microplus resistentes a outros quimicos (GEORGE; POUND; DAVEY, 2004).
Entretanto o produto é muito toxico quando ingerido (SPARKS, CROUSE & DURST,
2001).

A tabela 01 sumariza a incidéncia de resisténcia ao R. microplus a diferentes

acaricidas.
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TABELA 01 — Surgimento de resisténcia a compostos carrapaticidas.

Componente ativo

. . N Localizagdo e data do surgimento de resisténcia
(data aproximada da introdugao)

Austraélia, 1936; Argentina, 1936; Brasil, 1948;

C t éni 1893 . L. .
Ompostos arsénicos ( ) Colémbia, 1948; Uruguai, 1953; Venezuela, 1966.

Argentina, 1953; Brasil, 1953; Australia, 1953;

DDT (1946) Venezuela, 1966; Sul da Africa, 1979.

Austrdlia, 1953; Argentina, 1953; Brasil, 1953;

Ciclodienos e Toxafeno (1947) Venezuela, 1966; Coldmbia, 1966; Sul da Africa, 1979.

Austraélia, 1963; Argentina, 1964; Brasil, 1963;
Organofosfatos - Carbamatos (1955) Coldmbia, 1967; Venezuela, 1967; Sul da Africa, 1979;
Uruguai, 1983; México, 1986.

Australia, 1981; Brasil, 1995; Coldmbia, 2000; México,

Formamidinas (1975) 5002

Australia, 1978; Brasil, 1989; México, 1994; Venezuela,

Piretrgides (1977 - )
iretréides (1977) 1995; Colémbia, 1997; Argentina, 2000.

Lactonas macrociclicas (1981) Brasil, 2001

Compilado dos dados de Wharton (1976), Solomon (1983), Aguirre, J. et al. (1986), Ortiz, Santamaria & Fragoso
(1994), Coronado (1995), Martins et al. (1995), Romero et al. (1997), Strydom & Peter (1999), Aguirre, D. H. et al.
(2000), Benavides, Rodriquez & Romero (2000), Martins & Furlong (2001) and Soberanes et al. (2002).

CASTRO-JANET et al., (2010), reportam o primeiro caso de resisténcia ao
fipronil em cepas de R. (B.) microplus, diagnosticado por bioensaios com larvas, no
Brasil.

Entende-se por resisténcia de carrapatos a carrapaticidas o processo de sele¢do
genética em que alguns carrapatos de uma populacdo sobrevivem apds exposi¢oes
continuadas a uma familia ou grupo quimico carrapaticida — letais para a maioria dos
individuos normais da espécie - chegando a um ponto em que toda a populagéo fique
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 é irreversivel, e que o emprego de uma

mesma base quimica apds determinado tempo ndo terd qualquer proveito para o controle
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do carrapato. RIDLES e NOLAN (1986) afirmam que pode ocorrer resisténcia cruzada
a alguns produtos de grupos quimicos diferentes, como o caso dos clorados com 0s
piretréides.

No Brasil, o primeiro relato de populagdes de carrapatos resistentes € oriundo de
Freire-RS em 1953, envolvendo compostos arseniacais. Seguindo desta forma, ha
muitas cepas resistentes a organofosforados, piretroides, associacdes entre piretroides e
organofosforados, amidinas, fenilpirazolonas, lactonas macrociclicas. Em Minas Gerais,
h& um alto numero de cepas de campo resistentes a multi drogas (MARTINS et al,
2003).

A evolucdo da resisténcia aos principais grupos quimicos disponiveis no
mercado para controle de carrapatos em bovinos e o pouco desenvolvimento de novos
produtos tém comprometido o futuro do controle quimico (GEORGE; POUND;
DAVEY, 2004) e estimulado pesquisas para o desenvolvimento de tecnologias

alternativas, tal como o controle imunolégico.
3.3.2 - CONTROLE IMUNOLOGICO

A vacinagdo representa 0 melhor método avaliado com custo efetivo para
prevenir perdas econdmicas e aumentar a duracdo e qualidade de vida dos animais de
producdo (ANDRE, 2001; BABIUK, 2002). Vacinas convencionais s&o usadas ha mais
de 200 anos, desde o reconhecimento, por Edward Jenner, de que vacina poderia

proteger os seres humanos contra a variola, em 1798 (TIZARD, 1999).

Conseguir formas alternativas para o controle do carrapato impde-se como uma
necessidade premente. Os estudos para atingir este objetivo tém sido concentrados no
controle imunolégico, procurando desenvolver vacinas, e, em menor escala, no controle
bioldgico, através do uso de organismos entomopatogénicos (MONTEIRO et al., 1998).

Vérias tentativas vém sendo realizadas para a obtencdo de vacinas contra
artropodes. O uso de antigenos particulados de Stomoxys calcitrans para induzir a
imunidade reduziu o grau de ingurgitamento deste muscideo (WEBSTER, et al, 1992).
Utilizando extratos de membrana peritrofica de Lucilia cuprina, para imunizar ovinos
foi observada a inibicdo do crescimento da larva deste diptero no hospedeito
(EISEMANN, BINNINGTON, 1994). MUNCUOGLU, et al., 1996, localizaram

antigenos no trato digestivo de Pediculus humanus que conferem imunidade humana.
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Entre as possibilidades de controle de carrapatos, uma das mais promissoras é o
uso de vacinas baseadas em antigenos do(s) carrapato(s) alvo (DE LA FUENTE, et al.,
2004). A utilizacdo de vacinas no controle de carrapatos € uma alternativa atrativa aos
acaricidas quimicos, desde que estes vém apresentando varias desvantagens, incluindo
desenvolvimento de resisténcia acaricida em carrapatos, toxicidade, contaminacOes de
produtos alimenticios (carne, leite), riscos para 0 homem, alem de poluicdo ambiental
(SOSSALI et al., 2005).

Ha mais de 70 anos que parcial ou forte imunidade contra infestagcdes de
carrapatos € induzida por vacinacdo com uma variedade de materiais antigénicos,
incluindo macerados de todo o carrapato, extratos das glandulas salivares, material
intestinal, cuticulas, entre outros (WILLADSEN, 2004).

A aplicagdo de amplas técnicas moleculares revolucionou os conhecimentos
sobre resposta imune protetora frente a ectoparasitas e levantou possiveis alvos para o
desenvolvimento de vacinas. E ndo ha davida de que a vacinacdo contra carrapatos
apresenta maior sucesso do que contra qualquer outro ectoparasita, provavelmente
porque os primeiros se alimentam mais devagar do que outros insetos, ficando mais
tempo em contato com componentes do sistema imune do hospedeiro, ou pela forma de
digestdo intracelular (WILLADSEN, 2001; DALTON e MULCAHY, 2001).

Segundo WILLADSEN (1987), para qualquer ectoparasita hematdfago, o
repertorio de antigenos em potencial, ou seja, moléculas do parasita que possam ser
encontradas pelo sistema imune do hospedeiro, durante a alimentagédo, sdo bastante
limitadas, enquanto que a variedade de moléculas do parasita que € exposta aos
componentes do sangue do hospedeiro durante a ingurgitacdo é grande. Portanto, deve
existir, no parasito, uma diversidade de alvos em potencial para um ataque imunoldgico

do hospedeiro.

3.4 - IMUNOLOGIA CARRAPATOS

O controle de ectoparasitas pela vacinagdo tem sido estudado nas Gltimas cinco
décadas (WIKEL, 1996). Do ponto de vista imunologico, o primeiro relato de
imunidade do hospedeiro a carrapatos foi feito em 1911 por NUTTAL, referindo-se ao
fenbmeno de imunidade natural em humanos. Posteriormente, TRAGER (1939)

observou que em infestacOes repetidas de Dermacentor variabilis em cobaios e coelhos,
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havia um aumento de resisténcia, sélida o suficiente para reduzir o nimero de adultos,
diminuicdo do peso ao desprendimento e do nimero de ovos e larvas viaveis e que a
imunidade ndo era estritamente local ou de hipersensibilidade.

A coevolucdo das espécies de parasitas e hospedeiros ao longo do tempo
contribuiu para uma compatibilidade seletiva responsavel pela coexisténcia de ambas.
As infeccOes parasiticas freqlentemente sdo caracterizadas pelo aparecimento de
anticorpos e imunidade celular contra varios antigenos do parasita, 0s quais sao muitas
vezes imunodominantes e ndo essenciais a sua sobrevivéncia. Os parasitas, portanto,
desenvolveram maneiras de evadir ou suprimir respostas imunes contra moléculas
essenciais a sua sobrevivéncia (WIKEL et al., 1994).

A resposta imune do hospedeiro e os mecanismos de escape do parasita estdo em
um equilibrio extremamente refinado, que permite a sobrevivéncia de ambas as
espécies. Como os carrapatos ndo tiveram oportunidade de desenvolver estratégias de
escape da resposta imune contra antigenos ocultos devido a falta de contato entre estes
antigenos e o sistema imune do bovino, esta resposta seria, teoricamente, mais eficaz
gue uma resposta imune natural (WILLADSEN, 1988).

Sabe-se que a distribui¢do de uma populagdo de parasitas em uma populacéo de
hospedeiros ndo é uma distribuicdo normal e acredita-se que a imunidade inata e a
resisténcia adquirida contribuam para isso. Desta forma, a aplicacdo de uma vacina
eficaz permitiria 0 aumento da populacdo de hospedeiros resistentes possibilitando a
reducdo da infestacdo e o controle da populagéo de parasitas (PRUETT, 1999).

Com objetivo de induzir uma melhor resisténcia aos animais, varios estudos vém
sendo desenvolvidos na tentativa de obté-la por imunizacao artificial. A capacidade dos
bovinos imunizados de produzirem uma resposta imune para extratos de carrapatos e
proteinas purificadas tem sido descrita. Foi observado que a taxa de fecundidade dos
carrapatos alimentados em bovinos imunizados com ovo, larva ou tecidos adultos de R.
(B). microplus é mais baixa que daqueles alimentados em bovinos ndo imunizados (DA
SILVA VAZ JR et al., 1998).

A resisténcia adquirida mediada imunologicamente (ALLEN, 1989) pode ser
aferida pela reducdo no numero de carrapatos que se fixam no hospedeiro, pela
diminuicdo do peso das teledginas e pela reducdo da producdo de ovos e,
consequentemente, de larvas (WIKEL & BERGMAN, 1997). A observacdo da
diminuicdo de peso e numero de ovos forneceu bases para as futuras tentativas de
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utilizacdo de vacinas no controle de ectoparasitas. Testes de imunizagdo com diferentes
antigenos tém fornecido evidéncias de que o controle destes ectoparasitas pode ser
realizado através da vacinacdo (WILLADSEN, 2006). WILADSEN, 1989, considera
que o primeiro passo para a produgdo de uma vacina préatica deve ser, obrigatoriamente,
a identificacdo de um nimero de antigenos alvos, suficientemente eficazes, e na forma
purificada. E necessario também, além da identificacio de proteinas capazes de induzir
uma resposta imune protetora, 0 conhecimento dos mecanismos da resposta
imunoldgica dos hospedeiros (WIKEL, 1996).

Em geral, dois tipos distintos de alvos antigénicos tém sido explorados para o
desenvolvimento de vacinas. O primeiro € um antigeno convencional secretado na
saliva durante o repasto sanguineo, chamados de antigenos expostos. Usualmente, eles
sdo proteinas ou peptideos sintetizados na glandula salivar. Antigenos expostos sdo
captados, no momento do repasto sanguineo, pelas células dendriticas, as quais
processam e apresentam aos linfocitos T, iniciando resposta imune humoral ou celular
(ALLEN, et al., 1979; LARREGINA, 2005). Em contraste, antigenos ocultos sdo
normalmente ndo expostos aos mecanismos imunes do hospedeiro (WILLADSEN,
1988). Antigenos ocultos sdo originados, geralmente, do intestino de carrapatos e
interagem com imunoglobulinas especificas, captadas no sangue ingerido.

Demonstrou-se que anticorpos de bovinos imunes, especificos para tecidos de
carrapatos, estdo presentes na hemolinfa de fémeas de R. (B.) microplus ingurgitadas,
com atividade preservada por até 48 horas apds o ciclo de vida parasitaria ser concluido
(GUDDERRA et al, 2002). A analise da hemolinfa de D. variabilis, que é um carrapato
de cdes, comprovou a presenca de imunoglobulina G (IgG) com capacidade de
localizacdo das proteinas alvo em érgdos como glandula salivar e ovario (ACKERMAN
et al, 1985). Estudo semelhante feito em A. americanum demonstrou a presenca de
imunoglobulinas IgM sem indicios de degradacdo e com atividade preservada na
hemolinfa desse carrapato (JASINKAS et al, 2000). Em R. appendiculatus, um
carrapato ixodideo como o R. (B.) microplus, a IgG presente na hemolinfa, no extrato de
glandula salivar e na saliva mantém 35-42% da atividade bioldgica até o sexto dia de
alimentacdo do parasita (WANG e NUTTALL, 1994). Em diferentes espécies de
mosquitos dos géneros Anopheles e Aedes também foi observada a presenca de 1gG do
hospedeiro na hemolinfa até 24 horas ap6s a ingestdo do sangue (VAUGHAN e AZAD,
1988). Soro de bovinos infestados com larvas de R. (B.) microplus reconhecem
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antigenos de baixo peso molecular (10 a 20 KDa) presentes em 6rgdos distintos do
carrapato, como glandula salivar e intestino, e em fases distintas do desenvolvimento
(larva, ninfa e adulto). Essas observacGes comprovam o desenvolvimento de resposta
imune pelo hospedeiro capaz de reconhecer estruturas internas do parasita. A presenga
de anticorpos contra esses componentes parasitarios no soro dos hospedeiros
possibilitaria resposta imune contra o parasita ao longo da fase de vida parasitaria (DA
SILVA VAZ Jr et al, 1996).

3.4.1 - IMUNIDADE A ANTIGENOS OCULTOS “concealed antigens”

A imunidade induzida por antigenos protéicos ocultos, provenientes de R. (B).
microplus, seja naturais, recombinantes ou sintéticos, tem resultado uma varivel
eficacia em um grande numero de experimentos em campo e controlados (MASSARD
et al., 1995; RODRIGUEZ et al., 1995; CANALES et al., 1997; DE LA FUENTE et
al., 1998; PORTELA, 2000; PIMENTEL, 2002). Por ndo serem expostos ao hospedeiro
em uma infesta¢do natural, 0s antigenos ocultos ndo devem gerar mecanismos de escape
do parasita por pressdo seletiva (PRUETT, 1999; WILLADSEN e KEMP, 1988).

As vacinas baseadas no conceito de antigenos ocultos (WILLADSEN et
al.,1989), induzem resposta imune, causando danos aos carrapatos ap0s a captura de
sangue do hospedeiro contendo anticorpos especificos ao intestino juntamente com
outros efetores humorais como o complemento (DE LA FUENTE et al., 1998;
GARCIA-GARCIA et al., 1998). Essa resposta é determinada essencialmente por
anticorpos (e possivelmente por componentes do complemento), sendo a eficacia da
vacina, dependente e mantida por altos titulos destes. Para vacinas baseadas na proteina
Bm86, alternativas tém sido testadas (WILLADSEN, 1999). Anticorpos interagem com
antigeno oculto na superficie do intestino, causando ruptura, havendo hemorragia
interna para a cavidade (RAND, et al, 1989), interferindo na digestdo do sangue,
subsequente producédo de ovos e morte (NUTALL, et al, 2006).

HERNANDEZ et al., 1997, constataram que 0 sangue dos animais vacinados
ingeridos pelos carrapatos, continha altos niveis de anticorpos e outros elementos como
o0 complemento, os quais mediam a resposta imune. Segundo AGBEDE & KEMP,
(1986); KEMP et al., (1986), os anticorpos se fixam na membrana das células
digestivas, danificando-as.
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Os danos atingem quatro vias: reducdo do nimero de fémeas ingurgitadas em
bovinos vacinados; reducdo no peso das fémeas ingurgitadas e postura dos ovos e,
finalmente, na viabilidade dos ovos (RODRIGUEZ, PENICHET, MOURIZ, 1995),
RODRIGUEZ, RUBIERA, MONTESINOS, 1994), (COBON, et al, 1995). O principal
efeito ndo é eliminar instantaneamente 0s carrapatos nos bovinos, mas, reduzi-lo a
proxima contaminacdo, dessa forma, diminuir o desafio na proxima geracdo (COBON,
et al, 1995).

Existiram duas vacinas no mercado baseadas neste conceito, a TickGARD
(Biotech Australia Pty. Ltd., Austrdlia) e a GAVAC ( Heber Biotec S.A., Havana,
Cuba). Ambas utilizaram um Unico antigeno, a Bm86, uma glicoproteina de membrana
de células intestinais de R. (B.) microplus, expresso em Escherichia coli e Pichia
pastoris, respectivamente.

A GAVAC™ foi registrada em Cuba em 1993, Colémbia e Republica
Dominicana e em 1995 no Brasil, Paraguai e Bolivia. Testes em condi¢es controladas
foram conduzidos no México (FRAGOSO et al, 1995), Brasil (MASSARD, et al,
1995), Colémbia e Cuba (DE LA FUENTE, RODRIGUES, FRAGOSO, 1995) e testes
em condigdes de campo em Cuba ( RODRIGUEZ, PENICHET, MOURIZ, 1995)
(RODRIGUEZ et al, 1995), Brasil (RODRIGUEZ, MASSARD, FONSECA, 1995)
Argentina (LAMBERTI, SIGNORINI, MATTOS, 1995) e Colémbia (VANEGAS, et
al, 1995).

Experimentos utilizando homogenatos de fémeas adultas semi-ingurgitadas de R.
(B.) microplus como antigenos mostraram que a resposta imune dos animais vacinados
causou danos nas células intestinais do ectoparasita (PRUETT, 1999). Este efeito
revelou resposta diferente da imunidade desencadeada por infestacdo natural. Como
consequéncia, existe, de fato, reducdo da infestagéo e da capacidade reprodutiva dos
carrapatos. Porém, a eficicia das vacinas baseadas na Bm86 é muito varidvel e suas
principais limitagdes sdo os fatos de ndo induzir imunidade duradoura e ndo dispensar o
uso combinado de acaricidas (DALTON e MULCAHY, 2001).

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 eficacia total, em animais estabulados. Em experimento a campo,
realizado com gado holandés e mestico, RODRIGUEZ et al. (1995) observaram
reducdo significativa do nimero de teledginas sobre os hospedeiros, durante 36 semanas
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de desafio natural. LABRUNA et al, (1999) observaram, em Carlos Chagas, estado de
Minas Gerais, que a vacina isoladamente foi eficaz em controlar a populacdo de
carrapatos somente durante o periodo mais seco do ano. No sul do Brasil,
HUNGERFORD et al. (1995) associaram o uso da TickGARD® com tratamentos
carrapaticidas, obtendo resultados satisfatorios. A terceira vacina veio em 1996, a
TickGARD PLUSe, na qual além da Bm86 foi adicionada a Bm95 e 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 varias racas de bovinos
na Australia (WILLADSEN, 1997).

A acdo desses imundgenos é reduzir o nimero de carrapatos, a ovoposi¢do, 0
peso das teledginas e a fertilidade dos ovos (WILLADSEN, 1987; MASSARD et al.,
1995; OLIVEIRA, 1998; PORTELA, 2000, PATARROYO et al., 2002).

3.4.2 - IMUNOGENO SBm7462°

A partir da seqliéncia da Bm86, escolheram-se 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 sequéncias 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 Bogota, Colémbia.
Esses peptideos foram catalogados pelo livro de seqiéncias como 4822 (a.a. 398-411),
4823 (a.a. 21-35) e 4824 (a.a. 132-145). A sequéncia do peptideo SBm7462 é resultado
da sintese continua dos peptideos, 4822 (a.a. 398-411), 4824 (a.a. 132-145) e 4823 (a.a.
21-35).

O peptideo sintético SBm4912 foi avaliado, experimentalmente, como
imunogeno 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 saponina. Avaliaram-se
também dois grupos controles, um para o adjuvante e outro como controle geral. Todos
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os animais foram desafiados com 1.500 larvas/dia, durante 3 dias consecutivos, a partir
do 21, dia apos a terceira inoculacdo. Obteve-se 23,45%, na reducdo do nimero de
teledginas, 8,4% 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 interacdes in situ dos anticorpos no epitélio intestinal das
teledginas e as lesdes produzidas por essas interacdes.

Devido a problemas com hidrossolubilidade e procurando-se aumentar a
imunogenicidade, os mesmos laboratérios desenvolveram outros dois peptideos,
denominados SBm74622 (sequéncia 4822-4824-4823) e SBm19733 (sequéncia 4822
4823-4824, contento pontes KEK entre as referidas sequéncias), também baseado na
estrutura da Bm86. PORTELA (2000) comparou a eficiéncia dos peptideos SBm4912,
SBm7462 e SBm19733, inoculando-os em animais estabulados da raca Jersey, seguindo
0 modelo experimental de OLIVEIRA (1998). As respectivas eficacias (p<0,01) foram:
72,4% para o peptideo SBm4912, 81,05% para 0 SBm7462 e de 35,87% para o
SBm19733, tendo sido analisadas a reducdo no nimero das teledginas, reducédo 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 lesGes
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.

Trabalhos realizados com imunégeno SBm7462° desenvolvidos por PORTELA
(2000), PIMENTEL (2002) e PATARROYO et al. (2002), demonstraram um efeito
protetor em animais imunizados relacionando os niveis de imunoglobulinas especificas
em soro com a eficacia dos imundgenos, sendo que, PATARROYO et al. (2002)
evidenciou o reconhecimento in situ desses anticorpos.

A vacina sintética SBm7462® contém determinantes antigénicos das proteina
Bm86 os quais sdo comuns em diferentes cepas de carrapatos (PECONICK et al., 2008)
e adicionada a saponina como adjuvante, quando testada em bovinos obteve eficacia de
81,05% (PATARROYO, et al., 2002).

Estas vacinas reforcam a idéia de que a imunoprofilaxia adotada com antigenos
melhor selecionados possa ser uma maneira eficiente de se fazer o controle do carrapato

R. (B). microplus.
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3.5-USO DE ANTIGENOS RECOMBINANTES

A expressdo heter6loga de proteinas recombinantes possui uma grande
aplicabilidade, tanto biotecnoldgica quanto medicinal. Nos ultimos anos, 0 numero de
proteinas recombinantes utilizadas para estes fins tem aumentado consideravelmente,
com grande demanda no mercado (JANA e DEB, 2005).

Diversos sdo os sistemas de expressao utilizados, incluindo Escherichia coli,
Baculovirus, S. cerevisae, células de mamiferos, Schizosaccharomyces pombe e Pichia
pastoris. Dentre esses, P. pastoris tem-se mostrado um sistema altamente eficaz na
producéo de varias proteinas (JANA e DEB, 2005).

Varios antigenos, isolados de diversos tecidos de carrapatos e expressos em
proteinas recombinantes, tém sido testados como candidatos vacinais (tabela 02)
(NUTALL, et al., 2006).

TABELA 02- Antigenos ocultos avaliados como vacinas recombinantes anti-

carrapatos.
Espécie Carrapato Comentarios Referéncias
B. microplus Vacina comercial TickGARD WILLADSEN et al, 1995
B. microplus Aumento da eficacia de Bm86 WILLADSEN et al, 1996
B. microplus Sequéncia variante de Bm86 wusada na vacina
cubana,GAVAF, protege .bovmos c,ontra |nfes,t.agoes PO . ARCIA-GARCIA et al, 2000,
cepasde B. microplus de diferentes areas geograficas
. mi Proteina nativa eficaz, porém, ndo eficaz na forma
B. microplus ’ P TELLAM et af , 2002.
recombinante
. mi Proteina recombinante (rBmPR M) liga a IgG e serpina
B. microplus h ( )ligaale P FERREIRA et al, 2002.
colageno
H. longicornis Serpina; efeito nas ninfas SUGINO et al, 2002
. Proteina gonadal de machos; prejudica alimentagdo de
A. hebraeum K & prel ¢ WEISS BL & KAUFMAN, 2004.
fémeas em coelhos
H. longicornis Serpina; efeito nas ninfas e adultos IMAMURA et al , 2005
1 j Proteina troponina I-like, prjudicou a alimentagdo de
H. longicornis p prj : . c MYUNG-IO, 2005.
carrapatos em camundongos imunizados
1. scapularis Efetivo contra adultos quando testados

) ALMAZAN et al , 2005
experimentalmente em ovelhas

Em medicina veterinaria, a sequéncia de nucleotideos codificante da proteina
intestinal do carrapato R. microplus - Bm86 - vem sendo utilizada para a producéo de
diferentes versdes da proteina recombinante, no intuito do desenvolvimento de maiores
graus de protecdo. O gene da Bm86 foi clonado e expressado em Escherichia coli
(RAND et al, 1989), em fungos filamentosos (Aspergillus nidulans e A. Niger)
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(TURNBULL et al, 1990), em baculovirus (RICHARDSON et al, 1993) e Pichia
pastoris (RODRIGUEZ et al, 1994).

As vacinas baseadas em antigenos recombinantes ndo apresentam risco a saude,
sdo seguras para 0 ambiente e o desenvolvimento de resisténcia pelos carrapatos por

meio de adaptacdo seletiva é pouco provavel (NUTTALL et al., 2006).

3.6 — Pichia pastoris

A levedura P. pastoris é um organismo metilotréfico capaz de metabolizar
metanol como Unica fonte de carbono em seu meio de crescimento. Essa caracteristica
estd sob controle de um forte promotor induzivel, denominado pAOX1, que controla a
expressao do gene alcool oxidase (AOX1), envolvido na oxidacdo de metanol. Em P.
pastoris existem dois genes que codificam para a alcool oxidase, AOX1 e AOX2.
Todavia, 95% da atividade da alcool oxidase é atribuida a AOX1. O mecanismo de
ativagédo deste gene envolve tanto a inducgdo do seu promotor por metanol quanto a sua
repressdo pela auséncia de outras fontes de carbono (TSCHOPP et al., 1987). A
concentracdo desta proteina pode alcancar cerca de 30% do total de proteinas sollveis.

O uso desse sistema de expressdo tem crescido muito nos Gltimos anos. Isso
pode ser atribuido a diversos fatores, como a simplicidade das técnicas utilizadas para a
manipulacdo genética (alta frequéncia de transformacdo de DNA, clonagem por
complementacdo funcional) e sua similaridade com S. cerevisae, um dos sistemas
experimentais mais caracterizados na biologia moderna. Outras caracteristicas
marcantes sdo a habilidade desta levedura em produzir proteinas em altos niveis, tanto
intracelulares quanto extracelulares; a capacidade de executar modificacbes pés-
traducionais, tais como glicosilacdo, formacdo de pontes de dissulfeto e o
processamento proteolitico; e, ainda, a disponibilidade deste sistema no mercado na
forma de kit comercial (CEREGHINO e CREGG, 2000). A utilizacdo desta levedura
proporciona vantagens com relacao aos sistemas de expressao procariotos, mantendo a
facil manipulacdo genética associada ao crescimento rapido em meios de cultivo
relativamente simples, permitindo a sua expansdo para a producdo de proteinas em
escalas industriais, além de possuir um forte promotor induzivel por metanol
(CEREGHINO; CREGG, (1999); CEREGHINO; CREGG, (2000); GELLISSEN,
(2000); TORRES; MORAES, (2000); CEREGHINO et al., 2002). P. pastoris também é
considerada uma levedura com capacidade fermentativa pobre, tendo preferéncia por
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crescimento respiratorio (CEREGHINO et al., 2002). A vantagem desta caracteristica
sobre as leveduras fermentativas € a possibilidade de obter cultivos com densidades
celulares extremas sem que os produtos de fermentacdo causem danos de toxicidade
para as células (TORRES e MORAES, 2000; CEREGHIN et al., 2002).

Modificacbes pos-traducionais de proteinas realizadas na P. pastoris
representam a grande vantagem deste sistema de expressao. Além do processamento do
peptideo sinal, a formacéo de pontes dissulfidicas e a adicdo de certos lipidios, realizam
tanto a N- quanto a O- glicosilagdo de proteinas (DALY; HEARN, 2005). No entanto,
em relacdo a S. cerevisiae, P. pastoris ndo possui tendéncia de hiper-glicosilacdo e
realiza a adicdo de manoses terminais por ligacbes 1,2 e ndo 1,3, como a S. cerevisiae,
a qual é considerada alergénica (CEREGHINO; CREGG, 2000; GELLISSEN, 2000).

Em virtude dessas caracteristicas, algumas proteinas como, por exemplo,
proteina G acoplada a receptores que ndo sdo expressas eficientemente em bactérias S.
cerevisiae ou em baculovirus tém sido expressas eficientemente na sua forma ativa em
P. pastoris (MACAULEY-PATRICK et al., 2005).

Estratégias para producdo de proteinas heter6logas em Pichia pastoris tém sido
desenvolvidas por muitos pesquisadores (CUNHA, et al., 2004, DAMASCENDO, et al.,
2004, HELLWIG, et al.,, 2001, COS, et al., 2006, D’ANJOU, et al., 2000).
Aproximadamente 400 proteinas de procariotos, eucariotos e virus tém sido expressas
nesta levedura (CEREGHINO et al., 2002).

O objetivo central deste trabalho foi a avaliacdo da eficiéncia vacinal de dois
peptideos recombinantes desenhados a partir de epitopos antigénicos da proteina
intestinal Bm86 e expresso na levedura P. pastoris transformadas com genes sintéticos

com cddons otimizados.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 - LOCAIS DOS ESTUDOS
O estudo foi realizado em duas etapas, nos seguintes locais:

e Isolamento de Bovinos — Departamento de Veterindria — UFV — constituido por
12 baias com capacidade de manter dois animais por area. O setor €
caracterizado por ser isolado do ambiente externo, através de telas de malhas
finas, a fim de evitar o contato dos animais com artrépodes. Nesse local foram

realizados todos os estudos “in vivo”.

e LBCHV (Laboratério de Biologia e Controle de Hematozoarios e Vetores) —
Bioagro — Departamento de Veterinaria — UFV onde foram realizados os ensaios
laboratoriais para a avaliagdo da cinéetica humoral por ELISA; manutencdo da
colbnia de carrapatos e avaliacGes bioldgicas das fases ndo parasitarias do

carrapato.

4.2 - ANIMAIS UTILIZADOS E MANUTENCAO.

Todos os procedimentos experimentais que envolveram a manipulacdo dos
animais utilizados foram realizados seguindo rigorosamente as Normas de Conduta para
0 Uso de Animais no Ensino, Pesquisa e Extensdo do DVT/UFV, estando registrado e
aprovado no Comité de Etica da instituic&o.

Foram utilizados 17 bovinos machos mesticos (H/Z), média de sangue 7/8, com
idade entre 6 e 10 meses, oriundos de fazendas leiteiras do municipio de Vigosa-MG e
mantidos desde 0 seu nascimento no isolamento de bovinos.

Os animais foram identificados por meio de brincos auriculares numerados. A
alimentacdo foi baseada em racdo balanceada e de volumoso (feno) com 17% de
proteina, oferecida as 8 horas da manha e as 16 horas e agua ad libitum. Um animal
macho Bos taurus taurus foi utilizado para a manutencdo da coldnia de carrapatos R.

(B) microplus.
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4.3 - PEPTIDEOS rBmseql e rBmseq4

SOSSAI (2009) desenhou genes sintéticos para producdo de peptideos
imunodefinidos derivados da proteina intestinal Bm86 do carrapato R. microplus, 0s
quais tiveram como base a seqiiéncia de aminoacidos do peptideo sintético SBm7462°.
Os genes foram otimizados para uso na levedura Pichia pastoris Km71 e expressos a

partir do vetor pPIC9 (Invitrogen USA).

O gene seql foi desenhado de tal forma que o peptideo SBm7462 foi repetido
em tandem por trés vezes. Ja 0 gene seq4 possui a seqiiéncia original do peptideo
SBm7462. Ambos 0s genes apresentam sitios de N-glicosilacdo nos sitios N-X-T. Os
produtos desses genes foram recuperados do meio extracelular por ultrafiltracdo
tangencial e dialise. Os peptideos heter6logos foram caracterizados por SDS-PAGE e
Western blotting sendo reconhecidos por soro hiperimune de coelho imunizado com o
peptideo SBm7462, demonstrando que os peptideos verificados no SDS-PAGE eram 0s

produtos dos genes sintéticos.
4.4 — ADJUVANTE SAPONINA

Foi utilizado o adjuvante saponina na dose de 1,5 mg/animal diluido em agua

milli Q estéril para os grupos rBmseql e rBmseqg4.
4.5 - ESQUEMA DE INOCULAC}AO VACINAL

Os animais foram distribuidos, aleatoriamente, em quatro grupos de 04 animais
cada. As inoculagtes foram realizadas em trés doses, via subcutanea, sendo:
- Primeira inoculacéo: dia O (zero)
- Segunda inoculacéo: dia 30
- Terceira inoculacéo: dia 60
O esquema de inoculacgdo esta descrito abaixo:
e Grupo rBmseql: 1,5 mg de saponina adicionado de 2 mg do peptideo
rBmseqldiluido em 4 ml de agua milli Q estéril.
e Grupo rBmseg4: 1,5 mg de saponina adicionado de 2 mg do peptideo rBmseq4
diluido em 4 ml de agua milli Q estéril.

e Grupo Controle : 4 ml de agua milli Q estéril.
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e Grupo Pichia pastoris: 2 mg de extrato bruto de P.pastoris diluido em 4 ml de
agua milli Q estéril.

4.6 - DESAFIO

4.6.1 - MANUTENCAO DA COLONIA DE Rhipicephalus (B.) microplus

A cepa de carrapatos utilizada foi denominada cepa “Vigosa”, cujo perfil de

resisténcia & desconhecido.

As teleoginas foram mantidas em estufa B.O.D. a 28°C e umidade relativa de
80%. Os ovos dos trés primeiros dias foram utilizados para producdo de larvas para
expansdo da coldnia. Para o desafio, foram feitas 50 aliquotas de 75 miligramas de ovos
cada uma, o que corresponde a 1.500 ovos, segundo (LABRUNA et al., 1997,
PEREIRA, 1998) em tubos de 5ml vedadas com chumaco de algodao. Tais aliquotas
foram mantidas em estufa até a eclosdo, de forma que as larvas provenientes teriam no

maximo duas semanas de eclosdo quando usadas para o desafio.

4.6.2. INFESTACOES EXPERIMENTAIS DOS BOVINOS

Apos 21 dias da Gltima inoculagdo dos peptideos, os animais foram desafiados
com larvas de R. (B.) microplus na quantidade de 1.500 larvas por dia, durante trés dias,
no inicio da manh&d. O desafio dos animais foi conforme PIMENTEL, 2002, abaixo

descrito:
Dia 1 - Regido do peito e barbela
Dia 2 - Regido escapular e entre 0s membros anteriores
Dia 3 - Regido escrotal e inguinal

Os animais foram mantidos em cabresto e com as caudas amarradas por 8 horas,

a fim de correta fixacéo das larvas.
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4.6.3 - AVALIACAO DOS PARAMETROS BIOLOGICOS DAS TELEOGINAS
DESPRENDIDAS DOS ANIMAIS.

Ap0s o desafio com as larvas de carrapato, foram realizadas observacGes diérias
até o déecimo oitavo dia, para verificar o desenvolvimento das larvas, ninfas e predizer o
provavel dia do inicio do desprendimento de teledginas. Aos 21 dias, com 0 comeco da
caida das fémeas, foi iniciado procedimento de coleta manual de todas as teledginas
encontradas no chdo das baias, no cocho de alimentacdo e na grade de escoamento de
detritos. Para uma coleta mais fiel, a baia foi lavada duas vezes ao dia e todo o material
resultante dessa lavagem foi peneirado, e as teledginas retiradas foram contadas e

identificadas.
4.6.3.1 - NUMERO DAS TELEOGINAS.

Foram contabilizadas as teledginas desprendidas naturalmente e também as

pisoteadas.
4.6.3.2 - PESO DAS TELEOGINAS.

As teledginas coletadas foram lavadas em agua corrente e pesadas em balanca
analitica, com precisdo de 3 casas decimais, a fim de determinar a porcentagem de

reducdo de seu peso médio.
4.6.3.3 - PESO DA POSTURA (PPO)

Ap0s o término da postura, foi avaliado o peso total de postura de cada grupo.
4.6.3.4 - RELACAO PESO LARVA/GRAMA DE OVOS

Do total de ovos, foram separadas vinte aliquotas de 0,59 (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 algoddo e os ovos 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).
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4.6.3.5 - FORMULAS PARA AVALIACAO DOS PARAMETROS BIOLOGICOS

Com o objetivo de avaliar o efeito dos imundgenos sobre os parametros
biolégicos do carrapato, foram empregadas as férmulas preconizadas por DE LA
FUENTE (1995) utilizadas para a rBM86, para 0s grupos vacinais e para 0S grupos

controle, como mostrado a seguir:
DT (%) = 100[1-(NTV/NTC)]
onde:

DT(%) - Porcentagem de reducdo do numero de teledginas
NTV- n° teledginas para cada grupo vacinal

NTC - n° teledginas grupo Controle.

DR(%0) = 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 medio dos ovos
PMOV - Peso médio dos ovos para cada grupo vacinal

PMOC - Peso médio dos ovos grupo Controle.
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DF(%) = 100[1-PPLOV/PPLOC]
Onde:

DF(%) - Reducéo 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-(CRTXxCROXCRF)
onde:

EF(%) - Eficacia do imun6geno

CRT - Reducéo no numero de fémeas adultas (1 - DT)
CRO - Reducéo na capacidade de ovipostura (1 — DO)
CRF - Reducéo na fertilidade (1- DF)

Os valores obtidos para cada grupo vacinal foram analisados estatisticamente
pelo teste de Tukey.

4.7 - ESTUDO DA CINETICA HUMORAL
4.7.1. COLETA DE SANGUE PARA SOROLOGIA

A coleta de sangue dos animais foi feita semanalmente a partir da semana 0 até a
14° semana, sendo que a primeira coleta foi realizada antes da primeira inoculacdo. O
sangue foi coletado através da pungdo da veia jugular utilizando frascos do tipo
“vaccuntainer” de 10ml sem anticoagulante.

O sangue coletado foi enviado para o Laboratério de Biologia e Controle de
Hematozoarios/Departamento de Veterinaria/BIAGRO/UFV, onde foi mantido
“overnight” a temperatura ambiente, protegido da luz. Na manha seguinte, as amostras
foram centrifugadas a 1500g por 5 minutos. O soro obtido de cada amostra foi

aliqtiotado e estocado a -20°C em tubos de 2 ml devidamente identificados.
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472 - TESTE DE ELISA PARA MEDICAO DA RESPOSTA IMUNE
HUMORAL

A cinética de anticorpos anti- rBmseql e rBmseg4 foi medida utilizando-se o
teste de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), de acordo com a técnica
utilizada rotineiramente no LBCHYV e adaptada para peptideos recombinantes (SOSSAI,
2009).

Para cada amostra foram feitas triplicatas. Para cada dia da realizacdo de um
teste eram usados soros dos animais dos 4 grupos.

As placas de Maxisorp® foram sensibilizadas com uma solugdo de Tampéo
Carbonato pH 9,6 (0,159g Na2CO3; 0,293g NaHCO3; H20 milli Q g.s.p. 100ml), na
qual se diluiu o peptideo na quantidade de 2ug/well, deixando-se adsorver a 4°C
“overnight”. Decorrido este periodo, as placas foram lavadas duas vezes com solucéo
Tampdo de Lavagem (9,0g de NaCl; 0,5ml Tween 20, H20 dd qg.s.p. 1000ml) e
adicionada a solugdo de blogueio — Caseina 2% em PBS pH 7,6 (4,259 NaCl; 0,64g
Na2HPO4; 0,068g NaH2PO4.H20; H20 milli Q q.s.p. 500ml) por uma hora a
temperatura ambiente. Lavou-se as placas duas vezes e, posteriormente, adicionou-se
100ml/well dos soros dos animais do experimento diluidos 1:100 em solugdo Tampéo
de Incubagdo (87,5 ml de PBS pH 7,6; 12,5 ml de caseina 2% em PBS pH 7,6; 50ml de
Tween 20) e deixou-se incubar por duas horas a temperatura ambiente. As placas foram
lavadas seis vezes com solucdo Tampdo de Lavagem e procedeu-se a incubacéo, por
duas horas a temperatura ambiente, do anticorpo secundario — IgG de coelho anti-IgG
bovina conjugada com peroxidase (Sigma® titulo 1:20.000), diluida em solucéo
Tampédo de incubacdo, no volume de 100ml/well. Lavou-se as placas seis vezes com
Tampédo de Lavagem e adicionou-se a solucdo reveladora no volume de 100ml/well,
composta de 20ml de Tampao Substrato (7,199 Na2HPO4, 5,199 &cido citrico e H20
milli Q g.s.p. 1000ml), 4mg de O. P. D. ( g- fenildiaminobenzeno) e 2,5ml de H202,
por um periodo de 20 minutos em local escuro. A reacdo foi parada com 30ml/well de
acido sulfarico 1:20. A leitura foi realizada em leitor de ELISA a 492nm (Titer
Multiskana PLUSS).

Para discriminar o ponto de corte entre positivo e negativo para a resposta
soroldgica mensurada no teste de ELISA, usou-se a adicdo de dois desvios padréo aos

controles negativos.
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5- ANALISE ESTATISTICA

Utilizou-se do teste de Andlise de Variancia (ANOVA) para comparagdo entre
os diversos ensaios. Para isto, foi verificado se os dados atendiam as pressuposicdes de
normalidade e variancia das amostras, e dessa forma, foi feito o teste de Tukey.

Todas as analises estatisticas foram feitas utilizando o software estatistico
Sigmastat® Versdo 2006.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 CINETICA DE ANTICORPOS ANTI-PEPTIDEO RECOMBINANTE
rBm7462

Todos os resultados descritos abaixo se referem aos soros dos animais que
compuseram 0S grupos vacinais, controle e Pichia pastoris, coletados conforme ja
descrito nos materiais e métodos.

Os resultados obtidos nos testes de ELISA encontram-se no quadro 1 e na figura

A escolha da técnica de ELISA para mensuracdo da resposta imune humoral
(IgG) aos peptideos recombinantes utilizados neste experimento se deu pela boa
sensibilidade e especificidade da técnica, aliada ao baixo custo e praticidade, sendo
eficaz em identificar os anticorpos anti-rBmseql e anti-rBmseg4. Varios 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 embri&o, larvas,
glandulas salivares e membranas intestinais (OPDEBEECK et al, 1988; VAZ JUNIOR
et al, 1994; PENICHET et al, 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; SOSSAI,
2009) e peptideos sintéticos baseados na estrutura de Bm86 (SHARP et al., 1990;
OLIVEIRA, et al 1998; PATARROYO et al., 2002).
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QUADRO 1 - Médias de absorvancia optica (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 repeticdes. Letras diferentes (a, b, ¢, d) seguindo os resultados, na mesma coluna, significam
diferenca estatistica em Teste tukey (p<0,05).

Meédias de Absorbancia Optica (492 nm)
Semanas
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
rBmseql 0,7056° 1,07  0,5988" 0,5306" 0,6084° 1,0052° 1,3715% 11,2446 1,0408° 2,325 1,8759" 17726 1,8476° 11,7699  1,601°
rBmsegd 0,8407° 0,8526° 0,6926° 0,7036* 0,7368° 1,4197° 14619 12371% 1,1094° 2335 2,054 1,8624° 2° 1,7564°  1,7746°
Controle 0,8111* 0,6729° 0,6211° 0,689 0,7262° 10,9363 0,680° 0,730* 0,737° 0,6930° 0,8189° 0,838° 0,67° 0,67° 0,652°
Pichia  0,8588° 0,6633" 10,6156 0,6453° 0,6067° 0,9684° 0,7677° 0,8088° 0,6761* 0,7685° 0,6553° 0,6137° 0,6245°  0,62°  0,6442°

Grupos
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FIGURA 2 - Cinética de anticorpos em animais imunizados com rBmseql e rBmseg4. As setas

indicam as inoculagdes com os peptideos recombinantes e a estrela o desafio com larvas de R.(B)

microplus em estabulo.
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O quadro 1 e a figura 2 demonstram o quanto a técnica de ELISA empregada no
experimento foi eficaz em identificar os anticorpos anti-rBmseql e rBmseq4
produzidos nos bovinos vacinados.

Os perfis das respostas imune humorais dos peptideos rBmseql e rBmseg4 sdo
mostrados na figura 2. O nivel de anticorpos especificos anti-lgG aumenta a partir da
quarta semana - 28 dias - ap0s a primeira inoculacdo ocorrendo aumento do titulo de
anticorpos ap6s cada inoculacdo, o que demonstra a resposta imune secundaria via
células de memdria produzidas a partir da primo- vacinag&o.

A cinética da resposta aos peptideos rBmseql e rBmseg4 seguiu uma curva
classica de resposta 1gG. Pelo conceito classico de resposta imune, a partir do contato
primario do sistema imune com o antigeno, hd o processamento deste pelas células
apresentadoras de antigeno (APCs) e posterior apresentacdo dos determinantes
antigénicos as células imunocompetentes CD4+, restritas ao Complexo Maior de
Histocompatibilidade do Tipo Il (MHC 1) (ou CD8", restritas a0 MHC 1), as quais
modulariam a resposta protetora com a producdo de citocinas. O perfil das citocinas
produzidas direciona a resposta para o tipo Th2, com uma maior producdo de anticorpos
por linfécitos B, ou Thl, com predominadncia de uma resposta celular (BONA, et
al.,1998).

Apbs a terceira inoculacdo entre a 8° e 14° semanas verificou-se uma
caracteristica resposta secundaria, onde a fase lag (semana 8) foi mais curta que na
resposta priméria, a fase log foi mais rapida e atingindo niveis mais elevados de
anticorpos (semanas 8 a 10) e a fase de declinio entre a 10° e 14° semana nao foi téo
rapida.

Os maiores niveis de IgG foram obtidos na resposta secundaria, 0 que € muito
evidente apds a terceira inoculagdo, com pico maior e atingido mais rapidamente na
décima semana do estudo e com uma manutencdo desses anticorpos a niveis
estatisticamente diferentes até a 142 semana quando comparados 0s grupos vacinados
aos grupos controle e P.pastoris. O maior pico de producao de 1gGs especificas apos a
terceira inoculagdo concordam com os achados de OLIVEIRA, (1998), PORTELA,
(2000),COUTO-PIMENTEL, (2002), SOSSAI, (2009) e PATARROYO, et al., 2009.

A afinidade de anticorpos ao antigeno aumentou progressivamente durante a
resposta ligada ao peptideo rBmseq4, essa maturacdo por afinidade foi mais
pronunciada apés a segunda inoculacdo, uma possivel explicacdo seria a selecdo clonal,
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como consequéncia do aumento de afinidade, a avidez dos anticorpos aumenta durante
toda a resposta, gradual as trés inoculagdes.

As médias obtidas das absorbancias estdo descritas no quadro 1. Duas semanas
apos a segunda inoculacdo — 63 dias — observou-se diferenca estatistica significante
(p<0,05) em relacdo aos grupos vacinais comparados aos grupos controle e P. pastoris.
Os grupos vacinais ndo diferiram entre si durante todo o estudo.

Os grupos controle e Pichia pastoris se mantiveram em niveis basais sem
discrepancias, e iguais estatisticamente (p<0,05), ndo havendo influéncia da levedura na
resposta imune.

A variacao das respostas individuais entre os animais de um mesmo grupo foi
alta, o que é verificado pelos altos desvios-padrdo nos grupos vacinados (figura 2). Isso
pode ser justificado porque os animais deste experimento possuem graus de sangue
diferentes dentro de uma mesma raga, podendo, geneticamente, possuirem
caracteristicas distintas quanto ao processamento e apresentacdo de antigenos pelo
MHCII, primordiais na apresentacdo de antigenos e na comunicacdo entre células do
sistema imune (STEAR et al., 1989; HUGHES e YAGER, 1998).

Neste trabalho optou-se por ndo se usar um grupo saponina baseando-se nos
trabalhos de OLIVEIRA (1998), PATARROYO et al., 2002 e SOSSAI (2009), nos
quais se demonstrou ndo haver diferenca estatistica entre o controle negativo e o grupo
adjuvante.

Né&o foi realizada a isotipagem das subclasses de 1gG neste trabalho, pois, as
respostas vacinais com os antigenos Bm86 e SBm7462 sao induzidas por linfocitos
TH2, com perfis de citocinas IL-4 e IL-5 e producdo do isotipo 1gG; (TRIGUERO et
al., 1999; VALLE et al., 2001; GONZALES-LOMBANA, 2004; SALES-JUNIOR et
al., 2005, MONTARNO, 2006; PATARROYO et al., 2009), da mesma forma, como
demonstrado por SOSSAI, 2009, para os peptideos rBmseql e rBmseg4, a prevaléncia

do isotipo I1gG; .
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6.2 AVALIACAO DOS PARAMETROS BIOLOGICOS DE Riphicephalus
(Boophilus) microplus PROVENIENTES DE ANIMAIS INOCULADOS COM OS
PEPTIDEOS rBmseql e rBmseg4.

Apo6s 21 dias da ultima inoculacdo dos peptideos rBmseql e rBmseq4 foi
realizado o desafio dos animais através de infestacdo artificial com R.(B) microplus. A
partir do 19°dia desta, foi monitorado o desenvolvimento larval a teledgina, para isto,
foi feito recolhimento diario, pela manha e pela tarde, no chdo das baias e no grade de
escoamento.

Os valores relativos a contagem, peso médio, peso médio da oviposicdo das
teledginas desprendidas, relacdo peso larva/grama de ovos e eficacia do imunogeno séo

mostrados no Quadro 2.
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QUADRO 02 - Parametros bioldgicos de Rhipicephalus (Boophilus) microplus provenientes de animais inoculados com as

sequéncias rBmseql e rBmseq4 e do grupo controle.

Parametros Bioldgicos

Controle rBmseql rBmseq4d
Numero de teleégenas desprendidas 1049° 679" 362°
Peso médio das teledgenas desprendidas 0,2553° 0,2585° 0,2516°
Peso médio de oviposicdo 0,1224° 0,1230° 0,1183°
Peso larva/grama de ovos 0,0533° 0,0391ID 0,0441ID
Redu¢3o peso dos ovos (DO) 0,49% ° 3,35%°
Reducdo teledgenas (DT) 35,27%° 65,49%"
Reduc3o fertilidade (DF) 26,64%"° 17,26%°
Eficacia (EF) 52,72° 72,40°

As letras diferentes (a, b), numa mesma linha, indicam diferenca estatistica significativa ao nivel de significancia de 0,05%
no Teste de Tukey.
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6.2.1. - NUMERO DE TELEOGINAS DESPRENDIDAS

Quanto ao numero de teledginas, os grupos vacinados sdo estatisticamente
diferentes do grupo controle (p<0,05) e, estes, diferentes entre si. Notadamente ha uma
reducdo do numero de teledginas (DT) para o grupo rBmseql de 35,27% e de 65,49%
para rBmseq4.

No gréfico 1, pode-se observar gque enquanto no grupo controle ha um aumento
ascendente até o terceiro dia de desprendimento, nos grupos vacinais o pico de
desprendimento de teledginas ocorre no segundo dia do inicio, com niveis abaixo de
100 carrapatos por dia (quadro 3) para a rBmseq4 e para rBmseql entre 100-150
carrapatos/dia até dia 7, data em que ndo ha mais teledginas nos animais. O grupo
controle teve uma persisténcia maior quanto a duracdo do periodo de desprendimento
das teledginas e, sendo que o numero de teledginas, manteve valores superiores ao
demais grupos do estudo.

A reducdo na populacdo de carrapato é provavelmente decorrente da alteracéo
dos processos bioldgicos, especialmente 0s processos metabdlicos da digestdo, afetando
as geracgoes que se sucedem. Conseqlientemente, a reproducéo torna-se menos eficiente
e a capacidade de sobrevivéncia e o poder de fixacdo das larvas diminui
substancialmente. As alteracbes nos parametros biolégicos de R. (B.) microplus

contribuem para a reducao das populacdes deste carrapato nas pastagens.

38



300

N
v
o

200

=
wv
o

100

N2 total de teledgenas desprendidas

50

Numero total de teledgenas desprendidas x dias de desprendimento

Dias de desprendimento

=6—-rBmseql
—l-rBmseq4
== Controle

== Pichia

GRAFICO 01- Efeito biologico sobre o nimero de teledginas desprendidas de animais inoculados com os peptideos

Rbmseql e rBmseg4 em teste de estabulo. O primeiro dia de desprendimento correspondeu ao 19° dia pés infestacdo

artificial com larvas de R. (B.) microplus.




6.2.2 -PESO DAS TELEOGINAS DESPRENDIDAS E PESO DOS OVOS

Quanto ao peso das teledginas e peso dos ovos, ndo houve diferenca estatistica
entre 0s grupos vacinais e controle (p>0,05). Porém, para o DO (redugdo do peso dos
ovos) ha diferenca estatistica entre os grupos vacinais (p<0,05), demonstrando uma
maior reducdo do parametro no grupo rBmseg4 (QUADRO 2). Esse resultado pode ser
devido da acdo dos anticorpos anti-rBmseqg4 na proteina Bm86 ““in situ” prejudicando a
digestdo do sangue e a producdo da vitelogenina dos ovos a qual tem participacdo direta
na nutrigdo do embrido (LOGULLO et al.,1998).

6.2.3 - RELAQAO LARVA/GRAMA DE OVOS

Para a relacdo larvas/grama de ovos nota-se maior reducdo de peso das larvas
entre 0s grupos vacinais, quando comparado com o controle, em especial no grupo
rBmseql, o que, diretamente, faz com que DF (reducdo da fertilidade) seja maior no
mesmo grupo (QUADRO 02). Sugere-se que a acdo dos anticorpos protetores sobre a
atividade da vitelogina tenha ocasionado a diminuicdo da fertilidade e eclodibilidade

dos ovos, aumentando o valor de DF.

6.3 - EFICACIA VACINAL
A eficiéncia vacinal das sequéncias rBmseql e rBmseq4 derivadas do peptideo
SBm7462 foi de 52,72% e de 72,40%, respectivamente. Estes resultados estdo
condizentes com aqueles obtidos com a vacina GAVAC, entre 50 e 91%, contra
diferentes cepas de carrapatos diferentes racas bovinas, sendo que estes valores resultam
da reducdo da viabilidade e do ndimero de ovos, consequentemente diminuindo o
nimero de carrapatos nas geragdes subsequentes, tendo todos os estagios de
desenvolvimento comprometidos (RODRIGUEZ, et al., 1994, JONSSON et al.,2000).
Ao analisar 0 quadro 1, sdo observadas altas médias de absorvancias no grupo
rBmseql, sem diferenca estatistica quando comparada ao grupo vacinal rBmseg4
durante todo o estudo, porém, mesmo sem diferirem estatisticamente, o peptideo
rBmseql apresentou menor eficiéncia final em comparacdo com peptideo rBmseg4.
Uma possivel explicacédo para tal fato, pode ser inferida a possivel inadequacéo da dose
de rBmseql a bovinos neste estudo, visto que, uma dose superior a adequada a espécie,
poderia levar a uma tolerancia, mesmo que parcial, influenciando diretamente a
resposta imunogénica, ocasionando uma menor protecdo, conseqiientemente, uma
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menor eficiéncia. Estudo realizado por COUTO-PIMENTEL, 2002, em condicOes
semelhantes, mostrou claramente que a variacdo das eficacias encontradas pelo, foi
determinada pela dose de antigeno administrada: com 1mg de proteina obteve 15,8% de
eficacia, enquanto que com uma dose de 2mg foi atingido 53,39%, em igual situacao.

A eficéacia vacinal do peptideo rBmsegl comparada aos estudos realizados com a
vacina GAVAC obteve resultado semelhante ao menor valor de eficacia dentro do
grupo. Comparada ao resultados encontrados com o peptideo sintético, foi superior ao
teste realizado com 1 mg do peptideo em COUTO-PIMENTEL, 2002. Isso pode ser
devido ao descrito acima.

A eficéacia vacinal do peptideo rBmseg4 comparada aos estudos realizados com a
vacina GAVAC obteve resultado superior, sendo inferior somente aos testes realizados
com cepas Camcord, Cenapa e Yeerongpiglly (PENICHET, et al., 1994) e Camcord
(RODRIGUEZ et al., 1994).

Quanto aos estudos realizados com o peptideo SBm7462, os resultados aqui
obtidos mostraram eficacia inferior somente quando comparado com o estudo de
PORTELA, 2000. Os resultados deste trabalho evidenciam que o peptideo rBmseg4
produz uma resposta imune protetora contra o R. (B).microplus, , com uma eficacia
semelhante aos demais ensaios com a vacina GAVAC e com o0 peptideo sintético
SBm7462.
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TABELA 02 — Comparacdo dos resultados obtidos neste experimento — ensaios 11 e 12 -
com resultados obtidos em 10 estudos realizados para efeito da vacinacdo com Gavac™ -
estudos 1 a 10 - e estudos realizados com o peptideo SBm7462 — estudos 13, 14 e 15.

%Redugdo
Experimento Cepa Carrapato R(E"\f)a Local do experimento DT DO DF Eficacia (%) Referéncia
1 Camcord Holandés (6) Havana, Cuba 74 60 12 91 Penichet et al., 1994
2 Camcord Holandés (10) Havana, Cuba 30 61 13 76 Rodriguez et al., 1994
3 Camcord Holandés (10) Havana, Cuba 46 43 10 72 Garcia et al, ndo publicado
4 Yeerongpilly Holandés (6) Havana, Cuba 43 50 11 75 Penichet et al., 1994
5 Cenapa Holandés (6) Havana, Cuba 67 46 12 84 Penichet et al., 1994
6 Tuxpan Holandés (6) Havana, Cuba 9 38 13 51 Penichet et al., 1994
7 Tuxpan aberdeen angus (4) Cuernavaca, México 43 22 0 56 Fragoso, 1995
8 Mora aberdeen angus (4) Cuernavaca, México 19 26 30 58 Fragoso, 1995
9 Colombiana Normando (6) Bogota, Colémbia 41 26 8,5 60 Garcia
10 Brasileira Jersey (5) Rio de Janeiro, Brasil 40 8 10,2 51 Massard et al., 1995
11* Vigosa Holandés (4) Vigosa, Brasil 35,27 0,49 26,64 52,72 Tese
12* Vigosa Holandés (4) Vigosa, Brasil 65,49 3,35 17,26 72,4 Tese
13* Porto Alegre Holandés (10) Vigosa, Brasil 10,36 2,57 3,58 15,8 Couto-Pimentel, 2002
14* Porto Alegre Holandés (10) Vigosa, Brasil 47,85 5,48 5,22 53,29 Couto-Pimentel, 2002
15* Vigosa 1 Jersey (4) Vigosa, Brasil 60,92 27,53 5,44 81,05 Portela, 2000

DT — Porcentagem da reducdo do numero de teledginas
DO - Porcentagem da reducdo do peso médio dos ovos
DF — Reducéo na fertilidade dos ovos

110- estudos de eficécia comparativos com a vacina GAVAC™ (CANALES, et al., 1997)
- estudos de eficacia rBmseql

12 estudos de eficacia rBmseq4

31 mg de proteina - sSBm7462 — teste misto (COUTO-PIMENTEL, 2002)

42 mg de proteina - SBm7462 — teste misto (COUTO- PIMENTEL, 2002)

152 sBm7462 — teste estdbulo (PORTELA, 2000)
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Considerando a tabela 2, nota-se que o valor de DT do peptideo rBmseqg4 foi
superior, em sua maioria, aos encontrados nos estudos realizados com a vacina
GAVAC™,

Ainda a respeito a DF, a maioria dos valores encontrados nesse estudo foram
inferiores aos que se observaram com os dois imundgenos, exceto o experimento
namero 8. Por outro lado, os valores de DO, dos dois peptideos, demonstraram-se
inferiores aos demais resultados.

Comparando o0s resultados obtidos com 0s peptideos recombinantes aqui
testados e o seu homologo sintético sSBm7462, nota-se que houve uma maior reducao do
namero de teledginas para o peptideo rBmseg4, predominantemente sobre os peptideos
rBmseql e peptideo sintético testado a campo, teste misto e em estabulo. Em relacdo ao
peso de ovos (DO), houve uma maior reducdo da oviposicdo nos estudos com o
peptideo sintético a campo com 2mg de proteina e estudo em estdbulo, com
superioridade prevalente para este. Em relacdo a reducéo da fertilidade (DF), houve uma
significante superioridade para 0s grupos testados com a proteina recombinante em
relacdo aos estudos com o peptideo sintético.

A principal hipétese determinante das acbes das vacinas com peptideos
recombinantes produzidos em Pichia pastoris sobre os parametros bioldgicos e a
cinética humoral aqui verificada poderia estar ligada as glicosilagdes dos peptideos
utilizados — N-glicosilagdo — sobre o sitio NXT, possivelmente tendo como
caracteristica 0 aumento do poder antigénico e imunogénico dos antigenos, refletindo
nos altos titulos de anticorpos encontrados nos soros dos animais vacinados e maiores
afinidades, responsaveis, em conjunto com componentes do complemento pela acéo
direta na Bm86 intestinal do carrapato, reduzindo a sua capacidade digestiva, seu
ingurgitamento e consequente diminuicdo na conversao de componentes sanguineos em
vitelogina (BALASHOV, 1972; SONESHINE, 1991), compostos importantes para o
desenvolvimento e alimentacdo da larva pré e pds-eclosdo.

Recentes artigos tém apresentado avangos e estratégias para a descoberta de
vacinas contra carrapatos (DE LA FUENTE, KOCAM, 2003; WILLADSEN, 2004;
WILLADSEN, 2006; DE LA FUENTE, KOCAM, 2006 e NUTTAL et al., 2006).
Entretanto, a importancia de epitopos de aglcar como antigenos vacinais de carrapatos,
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brevemente discutidos por NUTTAL et al, 2006 e WILLADSEN, 2004 tem sido pouco
investigada e largamente negligenciadas.

Os antigenos para R. (B). microplus, de um modo geral, ndo vém eliminar 0 uso
de carrapaticidas, mas permitir um maior intervalo de aplicacdo desses produtos
(MASSARD et al., 1995) e diminui¢do da populagdo de carrapatos no decorrer dos
anos, chegando a um nivel de parasitismo com um minimo de perdas econdmicas. Além
disso, a eficacia desses imundgenos esta diretamente ligada a fatores como condi¢des
climaticas, racas de bovinos utilizados, amostras de carrapatos e densidade, manejo,
pastagem e uso ou ndo de acaricidas associados (DE LA FUENTE, 1995). Por outro
lado, a imunidade deve ser vista como uma imunidade de rebanho e ndo individual para
que se tenha sucesso (COBON, et al., 1995).
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CONCLUSOES

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

Os peptideos recombinantes foram capazes de induzir uma resposta imune
protetora contra a amostra “VICOSA” de R.(B.) microplus em bovinos mesticos
(H/Z) em teste controlado. O numero de teledginas desprendidas dos grupos
vacinados foi menor que do grupo controle. As teledginas provenientes de
animais imunizados com os peptideos rBmseql e rBmseg4 ndo diferiram do
grupo controle e entre si quanto o peso médio das teledginas despendidas e sua
oviposicdo. 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 sequéncia rBmseg4 se mostrou mais efetiva quando comparada ao peptideo
rBmseql. A eficacia dos peptideos recombinantes rBmseql e rBmseqg4,
considerando os parametros bioldgicos do R.(B.). microplus nos grupos testados,
foi de 52,72% e 72,40%, respectivamente.

Os resultados encontrados corroboram com encontrados por Pimentel, 2002 e
Portela, 2000.

Os peptideos recombinantes utilizados neste estudo sdo potenciais antigenos
vacinais para uso no controle do R.(B.) microplus.
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