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RESUMO GERAL

UTILIZAGAO po “PHAGE DISPLAY” PARA A |DENT|F|CACAO DE
PEPTIDEOS RECONHECIDOS POR IMUNOGLOBULINAS Y POLICLONAIS
ANTI PROTEINAS TOTAIS DE LARVAS DO Boophilus microplus

peptideos foram selecionados por IgY policlonais especificas para proteinas
totais do estadio larval do Boophilus microplus através da utilizagao de uma
biblioteca de peptideos sintéticas apresentada em fagos. Inicialmente, para a
produgéo de soro policlonal, galinhas foram imunizadas com proteinas totais do
estadio larval do parasita. A triagem fol monitorada por ELISA durante 0
periodo das injecdes, para confirmagao do desenvolvimento de resposta -
imune. Apés obtengdo de titulo satisfatorio, as imunoglobulinas foram
precipitadas € caracterizadas parcialmente. O processo de obtengdo de
imunoglobulinas a partir do SOrO de galinhas foi satisfatorio € os anticorpos
policlonais foram funcionalmente ativos quanto ao reconhecimento dos
antigenos totais. Posteriormente, uma biblioteca de peptideos fusionada na
Proteina il capsidica de fagos foi submetida a selegdo contra imunoglobulinas
Y policlonais purificadas por afinidade ao imunogeno. O conjunto dos peptideos
foi reconhecido pelos anticorpos anti-proteinas de carrapato e a antigenicidade
de cada peptideo foi deduzida por bioinformatica. As sequiéncias consenso
NyooxKxxL € TPDKS foram identificadas em 65% e 12% dos fagos
sequenciados, respectivamente. Sequéncias similares foram identificadas entre
os peptideos € as proteinas do B. microplus depositadas no “«GENEBANK".
Pelo processo de selegdo foi possivel a identificagdo de provaveis alvos
protéicos. Em vista disso, testes de imunizacdoes em animais estio sendo

desenvolvidos para determinagao da resposta imune geradas pelos peptideos

obtidos neste trabalho.

PALAVRAS-CHAVE: anticorpos policlonais, peptideos, “Phage Display’,

Boophilus microplus.
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O CARRAPATO BOVINO

No Brasil, 0 carrapato B.microplus representa um grande problema
para a povinocultura em diferentes regioes por ser um agente debilitante e
também como vetor transmissor de organismos causadores de doencgas. O uso
de acaricidas vem sendo a medida de controle profilatico € terapéutico mais
comum contra esses ectoparasitos. Os principais problemas relacionados com
essa pratica dizem respeito a0 desenvolvimento de linhagens resistentes de
carrapatos, ao aparecimento de residuos quimicos nos produtos de origem
animal (sendo principalmente leite e carne) devido a poluicdo ambiental

proveniente do uso dos acaricidas no controle (BULLMAN et al.,1996).

O perfil estimado dos prejuizos causados pelos carrapatos no mundo
ndo & otimista €, no Brasil, a estimativa aproxima-se a um bilhdo de dolares
(HORN, 1983). No mundo, esses valores alcangam anualmente, a cifra de 7
bilhdes de dolares (DE CASTRO, 1997).

O B. microplus & um ectoparasita de bovinos sendo encontrado
principalmente em regioes tropicais € subtropicais do mundo (WlLU\DSEN &
JONGEJAN, 1999). Encontra-sé distribuido atualmente em todo o pais,
variando de intensidade de acordo com as condicdes climaticas € os tipos
raciais de bovinos explorados (GONZALES, 1995).

Os carrapatos sdo artropodes hematofagos € importantes vetores de
arboviroses, ricketsioses, gspiroquetoses e protozoérios para o0 homem &
animais domésticos (KAUFMAN, 1989). Aproximadamente 50 espécies de
carrapatos sio0 conhecidas como causadoras de intoxicagao (GOTHE, 1979).
No Brasil, 08 dois géneros Rickettsia Sp, Anaplasma sp € 0 protozoario Babesia
spp s&o responsaveis pelo complexo conhecido como "Tristeza parasitaria
bovina" responsavel por importantes prejuizos a0 sistema de producao. A
ocorréncia da tristeza parasitaria esta ligada a um equilibrio entre O inéculo
recebido e o nivel de anticorpos dos bovinos, assim como a caréncia nutricional

e o estresse, influenciando na resisténcia dos bovinos e favorecendo a doenca

(FARIAS, 1995)

Ao picar © animal, o carrapato causa imtagao provocando desconforto
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e perda de sangue, devido 3 sua agao nhematofaga, influenciando N0 ganho de
peso e no estado nutricional gerando consequéncias na produgao de leite €
carne, podendo jevar a morte do animal dependendo da intensidade da
infestagao parasitaria (HORN, 1983). A lesdo causada na pele dos animais
pode favorecer O aparecimento de infecgbes secundarias como as miiases
cutaneas acarretando também prejuizos no mercado do couro (GONZALES &
SERRA-FREIRE, 1992).

Ciclo de vida

O ciclo de vida do carrapato B. microplus divide-se em fase de vida livre
e fase de vida pérasitéria. para a fase de vida livre no Brasil-Central, segundo
FURLONG (1 993), séo necessarios em tomo de trés dias para a pré-postura,
de trés a seis semanas para a postura, de vinte e dois a trinta dias para a
eclosdo das |arvas e de dois a trés dias para O fortalecimento de suas
cuticulas, transformando-as em larvas infestantes. O mesmo autor afirma que,
a cada postura, uma fémea produz de 2000 a 3000 ovos. Na fase parasitéria
sdo necessarios, em meédia, de 18 a 26 dias para a fixagao, alimentagéo, troca
de cuticula, fase adulta € acasalamento, assim como para a alimentagao,
engurgitamento e queda das fameas. Os machos permanecem mais tempo

sobre O bovino € S€ acasalam com outras femeas.

0O periodo de larva € O mais vulneravel em pbaixas temperaturas. No
entanto, em presenca de alta umidade relativa do ar. as larvas podem
sobreviver até 8 meses (HlTCHCOCK, 1955). As larvas de B. microplus
alimentam-se preferencialmente de plasma, apenas nos momentos que
precedem O rapido engurgitamento das ninfas e das femeas, 0 sangué torna-se
o principal constituinte alimentar (BENNETT, 1974). O acasalamento acontece
a partir do 17° dia que S€ segue 2 infestagao (LONDT & ARTHUR, 1975) com

rapido engurgitamento apés a copula, nas horas que antecedem a queda do

parasita.

Relagao Parasita-Hospedeiro

A associagao bem sucedida dos hematofagos com os hospedeiros

esta paseada na habilidade destes artropodes em interferir nas reagoes anti-




hemostaticas € inflamatérias do seu hospedeiro vertebrado (AROCHA-
PINANGO et al. 1999). A relagéo parasita-hospedeiro & um balango entre as
limitagdes do parasito pelas defesas do hospedeiro € a habilidade do parasito
de modular, evadir ou restringir a resposta imune (WIKEL et al.,1994). A saliva
dos artropodes hemat6fagos contém substancias queé sa30 antagonistas de
muitas reagdes de reparagao dos seus hospedeiros que poderiam impedir O
fluxo sanglineo no local de alimentagao e interromper a alimentagao (RIBEIRO
1995).

A resisténcia dos povinos contra o B. microplus € um fendmeno
adquirido, sendo Zebuinos € Taurinos destituidos de experiéncia prévia com o
carrapato, sendo igualmente suscetiveis a infestagao primaria por larvas desta
espécie de ixodideo (WAGLAND, 1975). Os bovinos Bos indicus (zebu) séo
mais resistentes a0s carrapatos do que os BoS taurus (europeu), sendo que 08
povinos europeus apresentam em média 10,5 vezes mais carrapatos que 0S de
cruzamentos com zebuinos (FRANC\S & LITTLE, 1964). A resisténcia pode ser
devido a selecao natural pelo tempo maior que o Bos indicus conviveu com 0S
carrapatos (GOMES, 1995). Por outro lado, existem dentre as racas européias,
aquelas com maior resisténcia aos carrapatos, como é o caso da raga Jersey
(UTECH et al.,1978). Foi observado que a variagao individual em relagdo a
resisténcia aos carrapatos também acontece dentro de uma mesma raca
(GOMES, 1995). Além disso, outras variaveis influenciam a relacdo parasita-
hospedeiro, como O Sexo (STEAR ot al. 1984), fator idade (SUTHERST et
al.,1979), época do ano (GOMES et al.,1989), estado nutricional (SUTHERST
et al.,1983), @ coloracao da pele € do pélo (OLIVEIRA 8 ALENCAR, 1987),

entre outras.

O gado também pode manifestar diferentes niveis de resisténcia em
cada fase de desenvo\vimento do B. microplus, particularmente contra a
fixagao larval, mais de 50% das larvas que atingem O hospedeiro Nao
conseguem completar 0 ciclo parasitario (ROBERTS, 1968). Somente 12,4%
das larvas infectantes de B. microplus que $€ fixam no hospedeiro conseguem

chegar a fase dé famea engurgitada (NUNES et al, 1972).
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Resposta imune

O contato entre O hospedeiro € O carrapato por varios dias possibilita 0
desenvolvimento da acdo da resposta imune. porém, as medidas adotadas
pelo parasita contra alvos da resposta imuné controlam 2 expressdo da
imunidade adquirida do hospedeiro permitindo o desenvolvimento dos mesmos
(WIKEL, 1996).

Os carrapatos sio capazes de modular 0s macréfagos do hospedeiro
e a resposta de citocinas de células T, suprimir proliferagéo de linfécitos T,
diminuir a resposta de anticorpos € inibir as atividades dos componentes do
sistema comp|erhento. ‘O bloqueio dessas atividades € diretamente sobre
elementos da resposta imune -envolvidos na aquisicdo € expressdo da
resisténcia adquirida pelo hospedeiro contra as infestagdes €,
consequentemente, influenciando também na transmiss@o de patbgenos
(WIKEL & BERGMAN, 1997). A supressao da funcéo das APCs e linfécitos T
reduzem a habilidade de gerar e expressar imunidade efetiva para qualquer
tipo de imunégeno, incluindo aqueles associados aos patogenos transmitidos
pelo carrapato (WIKEL, 1996).

CONTROLE DO CARRAPATO

Controle quimico

O uso de acaricidas € a principal forma de controle dos carrapatos em
rebanho bovino, principa\mente por meio de aspersdo ou panho de solugéo
aquosa. Os sistemas dorsal, injetavel e por bolos gastricos, tem sido
incrementados nos Ultimos anos facilitando © manejo. Novas formas de
administrag:éo dos produtos vém sendo desenvolvidas com O objetivo de
facilitar 0 manejo € aumentar a eficiencia dos produtos quimicos no controle do

carrapato.

O extensivo USO de acaricidas leva a um numero elevado de
problemas como o custo do manejo e curto periodo de protegao. Além disso,
promove a selecdo de linhagens de carrapatos acaricida-resistentes,

diminuindo © perfodo de proteg@o dos produtos € aumentando O custo do

tratamento.




No controle quimico, s&o utilizados os derivados arsenicais,
organoclorados, organofosforados, carbamatos, amidinas e piretréides
sintéticos. Em meédia, os diferentes principios ativos utilizados para controlar o
carrapato apresentaram uma vida util de pouco mais de uma década, quando
quase a totalidade das populagbes de carrapatos presentes no campo
apresentava resisténcia & droga utilizada. Atualmente, as drogas mais
utilizadas s3o os derivados de piretréides, ivermectinas e benzoil fenil ureia (DA
SILVA & VAZ JR, 1997).

Controle alternativo

O controle alternativo do carrapato vem sendo estimulado apesar de
sua baixa eficacia. Os métodos s&o os mais variados: selecdo de bovinos
resistentes aos carrapatos (DAVIES, 1993), cultivo de pastagens que dificultam
a sobrevivéncia das larvas (SUTHERST et al.,1982), rotagdo de pastagens
(ELDER et al.,1980), manejo de predadores naturais, como a Egrefta ibis
(ALVES BRANCO et al,1983) e formigas (GONZALES, 1995), uso de
patégenos como o fungo Beauveria bassiana (CORDOVES, 1997) e bactérias
como a Cedecea lapagei (BRUM, 1988).

Controle por Vacinas

As vacinas sdo potencialmente importantes no controle de agentes
causadores de doengas, principalmente por ndo serem agentes quimicos, por
terem um menor custo e o desenvolvimento de resisténcia € mais lento do que
para os produtos quimicos (WILLADSEN, 1997).

Atuaimente, sdo exploradas duas formas distintas de abordagens no
desenvolvimento de vacinas para carrapatos: a primeira delas, baseada na
observagdo da ocorréncia de resisténcia natural do bovino adquirida depois de
repetidas infestacdes com o ectoparasita (ROBERTS, 1968; WAGLAND, 1975;
WILLADSEN et al.,1989; BARRIGA et al.,1993) propiciou a identificagdo de
antigenos por imunidade naturalmente adquirida (“exposed antigens”). A
segunda, baseada na identificagdo dos antigenos ocultos (‘concealed
antigens”), os quais ndo s&o apresentados ao sistema imune do hospedeiro™. A

identificagdo e caracterizagdo de novos antigenos vacinais referentes a estas
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metodologias sdo revistas por MULENGA (2000) & WILLADSEN (2001). Nestes
trabalhos, sa0 apresentados os principais antigenos identificados: imundgenos
presentes nas glandulas salivares relacionados com @ indugdo de
hipersensibi\idade na pele, modulagao da resposta imuneé Nno hospedeiro,

inibicao da hemostasia do hospedeiro, além de proteinas relacionadas com as

enzimas proteoliticas.

A identificag@o dos antigenos ocultos «concealed antigens’, conceito
desenvolvido por WILLADSEN € KEMP (1988), foi baseado no fato que
determinadas proteinas do parasita nao entram em contato com O sistema
imunolégico do hospedeiro durante uma infestacao e, portanto, ndo induzem a
uma resposta imune natural. Pela jmunizagdo com estas proteinas ocultas,
ocorre producao de resposta imune € no momento da ingestéo de sangué pelo
parasita, anticorpos € outros elementos interagem com a proteina utilizada na
imunizagao, podendo causar danos ao parasita € interferir na sobrevivéncia, no
desenvolvimento e na capacidade do carrapato de gerar descendéncia. Uma
desvantagem & a continua necessidade de estimulag@o antigénica para
manutengao de titulo satisfatorio. Algumas comparagoes referentes a estas

duas metodologias s30 discutidas por SAHIBI (1997).

Pela identificacdo de um antigeno oculto Bm86, uma proteina
imunogénica do tubo digestivo do carrapato, foi possivel 0 desenvolvimento da
primeira vacina de uso comercial para 0 controle de artropodes parasitas, até
entdo era possivel controlar por meio de vacinas apenas virus € bactérias
(WlLLADSEN & KEMP, 1988). A vacina & baseada em uma glicoproteina de 89
kDa, ligada 4 membrana intestinal que induziu a producao de anticorpos

inibindo a endocitose das células intestinais do B. microplus, s€m causar lise

celular (WILLADSEN et al.,1989).

O gene Bm86 foi clonado & 2 sua proteina recombinante expressa em
Escherichia coli (RAND et al.,1989) € Pichia pastoris (RODR\GUEZ et
al.,1994), apresentando resultados satisfatorios em teste com bovinos. Qvinos
foram sensibilizados usando plasmidio com o gene da proteina Bm86, sendo
0S resultados semelhantes a vacinagao com a proteina recombinante (DE
ROSE et al., 1999). Em posteriores estudos, a proteina Bm86 mostrou




aumento de imunogenicidade quando associada 2 outros antigenos

(MCKENNA et al.,1998).

Atualmente, as vacinas comerciais 80 desenvolvidas a partir do
antigeno Bm86, conferindo protegao parcial ao0s povinos contra futuras
infestagdes por B. microplus proporcionando a diminuigdo do numero de
carrapatos, reducdo na producao de ovos € interferindo na fertilidade
(RODR\GUEZ et al.,1995b). Na Australia, @ vacina baseada na proteina BmB86
& comercializada com o nome de “TickGARD" (WlLLADSEN et al.,1995) e, em
Cuba, «GAVAC” (DE LA FUENTE et al.,1999). Na produgao bovina, em nivel de
campo, € essencial 0 usO de quimicos em associagao com a Bm86 nas
imunizagbes para alcangar um controle satisfatorio. Os resultados Nnao
asseguram a protegao desejada, sendo sugerido @ necessidade da associagao
de novos antigenos protetores (WlLLADSEN et al., 2001).

No Brasil, entre 08 trabalhos recentes, foi descoberta por ANDREOTT!
(2002), uma proteina inibidora de serino proteases (BMTI) que possul um efeito
protetor de 72,8%. Sao dadas trés doses da vacina para 0 animal em qualquer
fase de vida, sem contra-indicagéo. A vacina ainda nao esta a disposicao para
o mercado. Os trabalhos tem sido desenvolvidos para a criagdo de uma vacina
po\i-imunogénica visando maior eficiéncia no controle. Ainda, foram
sintetizados quimicamente trés peptideos sintéticos correspondendo  a0S
antigenos derivados da glicoproteina Bm86, paseados em analises de
predigoes de antigenicidade € imunogenicidade, sendo testados em bovinos

com eficiéncia satisfatoria (PATARROYO et al., 2002).

Diversos outros antigenos a0 estudados, tendo por objetivo a
identificacao de novos alvos terapéuticos ou mesmo, complementar as
propriedades antigénicas existentes dos antigenos ja conhecidos. Nas revisoes
de MCKENNA et al., (1998) e WILLADSEN (2001), sdo apresentados diversos
antigenos com potencial aplicag@o em vacinas, independentes do tipo da

relagao parasito-hospedeiro.

Entre 0S principais antigenos identificados, © antigeno Bm95 foi capaz

de proteger tanto cepas de carrapatos BmB86 resistentes quanto cepas Bm86




sensiveis, sugerindo que a Bm95 poderia ser um antigeno universal para a

protegao de bovinos infestados por B. microplus de diferentes jocalizagoes

geografica (GARC\A—GARC\A et al.,2000).

Foi também purificada uma proteina com massa molecular de 86 kDa,
denominada Bmo1. Com base na sequéncia de aminoacidos, esta proteina
apresentou similaridade com enzima coONVersora de angiotensina. Foi

localizada em grande quantidade em células de intestino € glandulas salivares

(RIDING et al.,1994).

A partir de OVOS de B. microplus, foi purificada uma glicoproteina de
massa molecular de 50kDa, denominada BYC - "Boophilus Yolk pro-Cathepsin”
(LOGULLO et al.,1998). Na mesrr'\'a época, 0 anticorpo po\ic\ona\ desenvolvido
contra uma proteina denominada N-acetilhexosaminidase isolada de extrato de

larva de B. microplus reagiu com diferentes antigenos na hemolinfa (DEL PINO

et al.,1998).

Alem dos antigenos Bm86, Bmo1, BmoS € BmaA7, 0S quais sao
antigenos definidos para O B. microplus, 0S antigenos Pro-catepsina, B-N
acetil, vitelina € 0 antigeno B de membrana apresentam efeitos semelhantes de
antigenicidade, constituindo um grupo de antigenos promissores para O
desenvo\vimento de vacinas (WlLLADSEN, 2001).

Todas 2aS proteinas de B. microplus caracterizadas COmMO bons
imun6genos sao g\icoproteinas (W\LU\DSEN, 1997). Esta caracteristica
apresenta algumas implicagoes tanto cientificas quanto industriais. Os estudos
de g\icoproteinas 30 mais complexos € a produgao industrial € mais onerosa.
Os dados indicam que a presenca de glicidios na proteina Bm86 ndo apresenta
importancia maior para induzir imunoprotegao. Interessantemente, Nos casos
da Bm91 € da BMAT, 08 glicidios participam, a0 menos parcialmente, na
inducéo da resposta imunolégica protetora € estes dois antigenos quando

usados em conjunto com a Bm86 a imunidade anticarrapato € maior

(MCKENNA et al., 1998, WILADSEN, 1996).

Usualmente, 2 resposta imune em bovinos infestados naturalmente

com carrapatos ¢ fraca, provavelmente devido a competi¢ao entre 0S
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antigenos. Alguns antigenos, tais como constituintes da saliva poderiam Ser
irelevantes para a indugdo de resisténcia embora, competem com 0S
antigenos protetores. A inoculagao de antigenos purificados associados com

um adjuvante adequado poderia produzir uma resposta imune satisfatoria

(BARRIGA, 1999).

|dealmente, uma vacina eficiente deveria conter dois ou mais
antigenos oriundos de diferentes estagios de vida e diferentes 6rgdos e tecidos
do carrapato, tal que a imunidade induzida por vacina no animal hospedeiro
poderia conter um NUMero maior de chances de causar danos a0 parasita. Esta
estratégia aumentaria a eficiencia da vacina € diminuina o potencial para o

desenvolvimento de resisténcia pelos carrapatos (TELLAM, 2002).

No desenvolvimento de vacinas recombinantes, tem sido demonstrado
que prototipos contendo mais de um antigeno s3o mais eficazes do que
aqueles com apenas um antigeno (WILLADSEN, 1996). Em vista disso, toma-
se evidente @ necessidade da identificag@o de novos antigenos, identificagcao
de epitopos importantes ou mesmo melhorar as vacinas existentes para o

controle do carrapato bovino.

A identificagdo € caracterizagéo dos epitopos importantes  NoS
principais antigenos do B. microplus possibilita a utilizagdo de peptideos
sintéticos com fins vacinais. Dessa forma, trabalha-se apenas 2 regiao
antigénica, sendo desnecessaria a utilizacdo da proteina completa. Vacinas
sintéticas apresentam algumas caracteristicas desejaveis como alto grau de
pureza, caracterizagéo quimica conhecida, auséncia de contaminantes,
produgéo em larga escala, facil armazenagem devido a alta estabilidade,
auséncia de enzimas proteoliticas, baixo custo € produqéo em escala industrial
(NEURATH 8 KENT,1986). Novos trabalhos s30 necessérios para a definicdo
de epitopos gue poderiam produzir resposta de anticorpos protetores, tornando

amplo O campo de estudo de vacinas sintéticas no controle do carrapato
bovino.
Técnicas moleculares, como o “Phage Display’, ocupam um espago

cada vez mais importante no campo da parasito\ogia e apresenta ser um

caminho promissor. Com O©S estudos cientificos € © desenvolvimento
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tecnolégico NO campo da protedmica e da genodmica, ¢ possivel identificar €
correlacionar dados para © desenvolvimento € comercializagao de novos
medicamentos, minimizando custos € diminuindo o tempo gasto noO

desenvolvimento de novos produtos (DALTON, 2001).

Phage Display

A metodologia do “Phage Display’, exposicao de biomoléculas na
superficie de fagos, tem apresentado uma utilizag&o cada vez mais crescente
desde o seu desenvolvimento em 1985 por SMITH. Pode-sé dizer que as
bibliotecas apresentadas no capsidio de fagos filamentosos, tém emergido
como um poderdso instrumento em diversas areas de pesquisa, desde as mais
pasicas, como O estudo de estruturas de piomoléculas, até a obtengdo € O

desenho de novos farmacos © vacinas contra diferentes doengas (SMOTHERS

et al., 2002; HASSAN et al ., 2002).

A metodologia do “Phage Display” descreve uma técnica de selegcdona
qual uma biblioteca de peptideos ou proteinas com as seqiiéncias
randomizadas sdo expressas na superficie da particula viral, enquanto 0
material genético codificante para cadé residuo encontra - S€ no genoma viral
(PARMLEY & SMITH, 1988). Com isto, € possivel a correlacao entre cada
seqiiéncia da proteina variante e sua respectiva sequéncia de DNA, com o qual
permite rapida caracterizagao paseada na afinidade de ligagao para uma
molécula alvo. Foram expressos na superficie viral anticorpos (BARBAS Il et
al.,1992; HOOGENBOOM & WINTER, 1992, HOOGENBOOM, 1997; RADER
ET AL, 1997), peptideos (NOREN & NOREN, 2001), enzimas (SOUM\LL\ON,
1994), receptores de superficie celular (ROBERTSON, 1993), entre outras
estruturas. As piomoléculas especificas contidas nestas bibliotecas s&0

selecionadas ou “peneiradas” por um processo de interacac proteica “in vitro”

denominado “Biopaninng” (PARMLEY & SMITH, 1988).

0] procedimento de selegdo ou “biopaninng”, é feito pela incubagéo da
biblioteca de peptideos expostos em fagos contra o alvo. Na maioria das vezes,
o alvo é retido em placas de ELISA , mas tambem se utiliza peads, resinas €
membranas. Os fagos nao ligantes a0 alvo s&o0 eliminados por lavagens

sucessivas, € 05 fagos especificos permanecem ligados para posterior eluicio.
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A subpopu\ac;éo de fagos especificos & amplificado para 0S ciclos posteriores
de selegdo piologica ou “piopaninng” (ciclos de ligagao, eluicéo e amplificacéo)
para o enr'\quecimento do conjunto de fagos com seguiéncias especificas contra
o alvo. Apos 3 ou 4 passagens, os clones individuais s&0 caracterizados por

sequénciamento de DNA, “Westem blot” ou ELISA (SMITH & PETRENKO,
1997), ver figura 1.

Bibliotecas dé peptideos randdémicos expostos em fagos tém sido
usadas com sucesso para numerosas aplicagdes, incluindo mapeamento de
epitopos (JEFFER\ES,1998), desenvo\vimento de vacinas (IRVING, 2001),
identificagdo de substratos de proteinas quinases/ligantes de SH2 (KAY et
al.,2001), € identificagao de peptideos miméticos de ligantes nao peptideos
(OLDENBURG, 1992). Essa ampla utilizagao sé deve a algumas vantagens:
habilidade de selecionar ligantes de alta afinidade, possibi\idade de produzir
proteinas soluveis, baixo custo, facil manuseio € rapidez (SMITH &
PETRENKO, 1997). Uma particu\ar aplicagéo é a identificag&o de novos
peptideos bioativos pela selegao contra receptores de superficies celulares
imobilizados Ou em células intactas (SILVA JR et al, 2002). Outro
desenvolvimento recente € promissor & o uso do “phage display’ para
selecionar peptideos especificos “in Vivo’ (KOLON\N et al, 2001). Os
peptideos selecionados podem ser utilizados com sucesso para a entrega de
medicamentos a celulas tumorais (MEDYNSK\, 1994, PASQUALINI &
RUOSLAHT\, 1996, PASQUALINI et al, 2000). Utilizando-s€ proteinas
artificiais, se\ecionadas por “Phage Display’, ja foi possive\ ligar e desligar
genes win vivo” de plantas (BEERLl et al.,2000).

Sistemas comumente utilizados s@0 baseados em um vetor de
clonagem de fagos M13 para a exposiGao de peptideos fusionados na
extremidade amino-terminal da proteina Ill capsidica de fagos M13 (PW). Esta
proteina modula a '\nfectividade dos fagos pela ligagéo ao “pilus” F da célula
pacteriana € esta presente em numero de c€inco copias por extremidade de
cada particula viral madura. Em contraste com bibliotecas apresentadas na
proteina pVIll, as quais tipicamente apresentam 100 copias apresentadas por
particu\a viral, bibliotecas na Plil apresentam somente 5 copias por virion. Em

virtude desta valéncia reduzida, bibliotecas na Plll s&o0 mais indicadas para a
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descoberta de ligantes de alta afinidade (BARBAS 1 etal., 2001).

Os sistemas paseados na pill foram criados para @ exposigao de
pibliotecas de pequenos peptideos (quando nao existem cobpias selvagens)
pentava\entes. O sistema usa um vetor de fago, com O qual pode S€r
propagado rapidamente sem a necessidade de selecéo por antibiotico ou
superinfecc;éo por fago auxiliar, denominado “helper phage’. O vetor de
clonagem M13KE € derivado do m13mp19, permitindo @ construgao €
propagaqéo de bibliotecas de fagos pelo uso de técnicas padronizadas para
fagos M13. para pequenos insertos, a biblioteca pode ser amplificada
repetidamente,com pouca perda de sequéncia de diversidade (NOREN &
NOREN, 2001).

A exposigao em fagos"apresenta vantagens sobres outras tecnologias
pela facilidade de mapear grande numero de clones simultaneamente.
Bibliotecas de cDNA , tal como as expressas em fagos lambda, € limitada pelo
numero de colonias com O qual podem ser detectadas Por hibridizagao,
t'\picamente na ordem dé 10*. Tecnologias paseadas em sintese quimica
(quimica combinator'\a\) apresentam um  limite maximo de peptideos
randomicos que podem ser mapeados com 10° a 10° sequéncias diferentes. Os
peptideos sintéticos expressos em fagos sao mapeados em solugao na qual as
pibliotecas contém em tormo de 2x10% possiveis sequiéncias, resultando em
um conjunto de peptideos com afinidades variaveis pelo alvo. pelo sistema de
pibliotecas de fagos, 08 peptideos podem faciimente Ser determinados € 0S
fagos se\ec'\onados sao amp\'\ﬂcados por propagagéo em E. coli (NOREN &
NOREN, 2001).

Varios experimentos identificaram motivos de sequéncias consenso
pela utilizagao deste sistema de exposigéo em fagos para uma variedade de
proteinas, incluindo enzimas (CHEADLE et al., 1994, FERNANDEZ—GAC\O et
al., 2003), receptores de superﬁc'\e celulares (SILVA JR et al.,2002), anticorpos
monoc\ona'\s (GR\HALDE, 1995) € po\’\c\ona'\s (CORTESE, 1994). EM todos 0S
casos, este tipo de biblioteca foi capaz de demonstrar suficiente comp\ex'\dade

para produzir multiplas sequéncias de DNA codificando 0S motivos de

peptideos consenso. Mapeamento de epitopos foram feitos com sucesso
(OLEKS\EW\CZ, 2001) e mimetopos foram identificados (DEMANGEL, 1996;

FOLGORI, 1994). Uma aplicacao especial ocorreu na selegdo de uma
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pibtioteca contra taxol, proteina relacionada com cancer, € as sequéncias dos
peptideos selecionados foram comparadas @ um banco de proteinas para
identificar O alvo natural (ROD, 1999). Isto demonstra que pequenos peptideos
de uma piblioteca linear podem, imitar O local de ligagdo NO aspecto

trid'\mensiona\ do ligante, demonstrando o grande potenc'\a\ destas bibliotecas.

Biblioteca de fagos - cada um apresentando
diferentes epitopos na forma de peptideos
randdmicos de 12 residuos. sa0 expostos 3 uma
placa coberta com moléculas alvo -

Fago ligado a0 alvo & eluido com um excesso de
ligantes conhecidos para o alvo alterando © pH

Fagos eluidos s80
amplificados € 0

processo © ppos 34 VerSS os clones
repetido de32® individuais sao0 isolados
vezes adicionando linhagens hospedeiras
de E. coli © deixando © fago
infectar © hospedeiro. Os DNAs
yirais que gxpressaram os ligantes

Placas de culturas para pibliotecas

'\nd’lvidua'\s

o oneGudl [

e - Seqﬂénciamento dos clones
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Bibliotecas de peptideos fusionadas em fagos téem despertado ©
interesse  como fonte de um grande numero de epitopos € tem sido
vastamente utilizadas em estudo de interagdes de ligagao entre antigeno-
anticorpo (CORTESE et al,1994, BlRCH-MACHlN et al., 2000,
CHR\STOPHER et al., 1999). Foi possivel a obtengao de peptideos especificos
pela selegéo das bibliotecas de fagos com anticorpos monoclonais €
policlonais, epitopos lineares, tanto quanto mimetopos, 0S que imitam
peptideos lineares, descontinuos, conformacionais e até mesmo epitopos ndo
peptidicos de antigenos.
| ~Uma das grandes vantagens apresentadas pela técnica diz respeito a
sua direta aplicagao pratica em teste de imunogenicidade. Fagos sao
comumente utilizados como particulas imunogénicas para a geragao de
anticorpos contra os peptideos recombinantes expressos nas regidoes
aminoterminais de proteinas de superficies € reagir cruzadamente com O alvo
original, indicando que mimetopos expressos poderiam Ser utilizados como
candidatos a subunidades vacinais (WlLL\S et al., 1993; MEOLA et al.,1995;
DEMANGEL et al, 1996; YANG & SHIUAN, 2003). Recentemente, foi
demonstrada a primeira utilizacao de fagos recombinantes como vacinas em
grandes animais (MANOUTCHAR\AN et al., 2004). No trabaiho, fol
comprovada a capacidade de indugdo de resposta imune em suinos por fagos
contendo peptideos recombinantes da Taenia solium, agente causador da
cisticercose em humanos € tendo 0S suinos como hospedeiro natural.

O presente trabalho aborda a identificag@o de peptideos epitopos
especificos derivados da selegao imunologica de uma biblioteca randomica de
peptideos por anticorpos po\ic\onais anti-proteinas totais do estadio larval do
Boophilus microplus. O trabalho foi desenvolvido NnO sentido de isolar €
caracterizar 0S peptideos epitopos especificos potencia\mente antigénicos
para a obtencéo de antigenos candidatos a uma vacina poliimunogénica e

assim, obter-seé uma efetividade tal que O controle do carrapato possa ser feito

sem O uso de pesticidas quimicos.

16



OBJETIVOS

Caracterizar peptideos epitopos especificos do carrapato bovino
(Boophilus microplus), por meio de investigacbes genomicas e protedmicas na

identificagao de antigenos candidatos ao controle do parasita.
Capitulo |

. Desenvolvimento da resposta imune em galinhas contra as proteinas

totais de larvas do Boophilus microplus.

e lsolar e caracterizar parcialmente as imunoglobulinas de galinhas

anti-proteinas totais do Boophilus microplus .

Capitulo Il

e Selecionaré€ caracterizar peptideos sintéticos com afinidades ligantes

especificas por “Phage Display” @ partir de anticorpos policlonais
contra proteinas totais do estadio larval do carrapato bovino

(Boophilus microplus), visando a identificacdo de antigenos vacinais.

. FElaborar um banco de sequéncias epitopo-especiﬂcas do estadio

larval do carrapato bovino Boophilus microplus
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CLONAIS EM GALINHAS PARA A
0s DO CARRAPATO BOVINO

RESUMO

proteinas totais, extraidas de larvas do

Galinhas foram imunizadas com
carrapato povino Boophilus microplus, para @ produqéo de soro po\ic\ona\. A

triagem foi monitorada por ELISA durante O periodo das injecoes de extrato

protéico. Ap6s obtengao d

(\gY) foram precipitadas por §
lobulinas foram caracterizadas parciaimente quanto

gDS-PAGE € Western Blotting,

e titulo satisfatério, as imunog\obu\inas de galinha

ulfato de amonio € cromatografadas em colunas

de troca ionica. As imunog
onabilidade pelas técnicas

a pureza © funci
de puriﬂcaqéo de imunoglobulinas 2 partir do

respectivamente. O processo

soro de galinhas apresentou ser eficiente © os anticorpos policlonais foram

funcionalmente ativos reconhecimento dos antigenos totais de

Boophilus microplus.

PALAVRAS—CHAVE: purificagao de \munoglobuling, Soro de Galinha,

Carrapato povino.
ABSTRACT

POLYCLONAL SERA PRODUCT|ON IN CHICKENS FOR ANTIGEN
BOVlNE TICKS (Boophilus microplus)- To produce

DETECT\ON OF
ized with total proteins extracted from

pOlyclonal sera, chickens were mmuniz
jus larvae Tittering was carried out by ELISA during

protein extracts 'm]ections. er obtaining 2 satisfactory titer, chicken's
immunog\obu\ins (1Y) W ipi i ponium sulfate and loaded

onto an anion exchange

hy. lmmunog\obulins were partially
examined for purity 2 DS-PAGE and Western Blotting
| unoglobu\in puriﬂcation assay on chicken sera

functiona\\y active and able

KEY WORDS: lmmunog\ob hicken s€ra, Cattle tick

31




|NTRODU(;f\O

Métodos de investigac;ées imunoquimicos utilizando anticorpos podem
ser usados Nna identificacao, quantificagdo € enriquecimento de proteinas
especificas. Coelhos, camundongos, oY grandes mamiferos sao comumente
de soro hiperimune po\ic\ona\ ou monocional.

empregados para a produgéo

Estas imunog\obulinas (1gGs) tém sido usadas com sucesso em varios estudos

imunologicos € clinicos com @ finalidade de diagnostico € tratamento (SCHADE
et al., 1997).

Recentemente tem sido sugerida a utilizagdo de imunoglobulina de

galinha (\gY) pard pesquisas protedmicas, metodologia denominada IgY
tecnology (ZHANG, 2003). Existem algumas yantagens na utilizagdo desta
tecnologia, sendo as lgYs capazes de apresentar alta afinidade © titulos

persistentes (LEMAMY et. al., 1999), produgéo de resposta imune a antigenos

conservados em mamiferos e pro

dos anticorpos O soro € 0S oVvOoS (GASSMANN et al, 1990). Diferencas

ogicas sao marcantes como 2 nao ligagao de receptores

dugdo maior € em escala, tendo cOMO fontes

bioquimicas € imunol

Fcde pactéras € mamiferos (proteinas A ou G) (BARKAS et al., 1979) auséncia

de reagao com 1gGs de mamiferos (HADGE ot al, 1984) e fatores do

comp\emento (CARLANDER et al., 2000), @S |gY possuem grande afinidade

(IKEMORI et al., 1993) € avidicidade (STUART et al., 1988), resisténcia a pH

extremo (LEE et al., 2002) € temperatura (JENSENIUS et al., 1988), motivo pela

qual tém sido usadas eficiente

1996).

mente em analises imunolégicas (SCHADE et al.

A fusao de proteinas em fagos filamentosos Phage display, tem

permitido a construgao de bibliotecas imunes derivadas dos genes de
2001, MARANHAO & BRIGIDO, 2000). Nosso grupo, tem

anticorpos (BARBAS et al.,
ducdo de RNAm para amplificagao de genes de

utilizado galinhas na pro
scrigao Reversa © posterior Reacéo em Cadeia da

o objetivo de construir bibliotecas combinatoriais de

anticorpos (SOUZA et al., 2003), ou tambem utilizando bibliotecas de peptideos

sintéticas contra SoOros polic\ona'\s para a selecdo de peptideos especificos

(CARDOSO ot al., 2003).
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O presente trabalho teve como objetivo analisar a resposta imune de

galinhas imunizadas com extrato protéico total de larvas do carrapato bovino

Boophilus microplus, purificar as imunog\obu\inas especificas do soro e verificar

o reconhecimento dos anticorpos de galinhas.
MATERIAL E METODOS

Proteinas totais foram extraidas de \arvas de B microplus Por¥

maceragao em nitrogénio liquido € acrescentado ster etilico para ©

nas duranté 48 horas. Foi adicionado tampao de

extragéo No macerado( A0mM Hepes pH 7.4, 10mM EDTA, oM EGTA, 1mM
0,5mM PMSF) € centrifugado por 40 minutos a

desengorduramento das protei

pTT, 1mM Benzamidind,
g. O sobrenadante foi colhido € dialisado extensivamente em salina

40000x
quant'\ﬂcado e verificado © perﬂl protéico por SDS-PAGE (10%).

Foram utilizadas para a imunizagao, galinhas de trés semanas de

idade, da raca White-Leghom- O esquema de imunizagao foi o descrito por

BARBAS et al. (2001), com algumas mo
es subsequentes de 100 ug de proteinas totais de B.

uscular em intervalos dé 14 dias para cada dose. A

pleto de Freund (Sigma Chemical Co,

dificagoes, sendo a pr'\me'\ra dose de

200 ug © as trés dos

microplus por via intram
primeira dose continha adjuvanté com
gentes adjuvanté incompleto de Freund (Sigma). Os

USA) e a8 doses subsequ
mais imunizados foram gangrados 2 partir da terceira dose © avaliados

lo método ELISA.

ani
quanto a produgéo de anticorpos pe

para O Ensaio lmunoenzimético (ELlSA), placas de m'\crotitu\agéo de

alta afinidade (NUNC) foram sensibi\'\zadas com 10 pg/Mi de proteinas totais de

carrapato, diluida em tampéao carbonatol picarbonato, durante toda a noite a

4°C. EM seguida, as placas foram ploqueadas com pPBSTM 5% (leite

desnatado diluido em tampao fo
s as '\munizaqc")es e incubadas por 60 minutos a

sfato de sodio) para adicao das amostras de

soro das galinhas antes € ap6

37°C. Ap0S esse periodo, as placas foram lavadas € adicionado anticorpo

secundario (1gG de coelho anti
g0 minutos. 0O conjugado imunoenz'\mético [lgG de cabra anti-lgG de coelho

diluido em PBSTM 5% € incubado 2 37°C por

fica foi revelada pela adicdo de substrato

lgY de ga\'\nhas) diluido em pPBSTM 5%, durante

ligado @ peroxidase (S'\gma)] foi

g0 minutos. A ligagao especi
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1enodiamin® (OPD). ApbS 15 minutos, a reagao foi

enzimatico contendo o-fenile

interrompida com 4cido gulfarico € efetuada @ jeitura @ 492 nm em leitor de

microplaca (Flow Titertek Multiskan Plus -

Apbs 3 observagao de titulo satisfatorio, © sangue foi coletado parad

obtengao de $0ro po\ic\ona\. As lgYs foram obtidas pela precipitaqéo com
se a cromatograﬁa em DEAE—Sephace\

) e as fragoes contendo jgY foram liofilizadas €

qua\idade das amostras de \gYs puriﬂcadas foi
mostra continha 1% SDS, 1% Tris
02% € 20% g\ycero\, contendo ou nao agentes
i realizad@ em temperatura ambiente coM
0.4M Tricin@ e SDS 1% € com tampao
g, ate a saida dos indicadores azul bromofenol,
mda, o gel de po\iacri\am'\da foi colocado em

R-250 como corante de proteinas.

slise de westerm Blotting, realizou-s€ 2 eletroforese das

para a anal
otais de carrapato (SDS-PAGE, 16%) € @ e\etrotransferéncia das

itrocelulose (NG, Sigma) de acordo com as
et al. (1989), com algumas modificagoes. A
. ploqueada por PBSTM 5% & incubada com 0S
Y) diluidos em bloto 5% durante toda a noite @ 4°C.
coelhos anti 19Y diluidos em PBSTM 5% foram incubados em
piente durante duas horas. por fim, anticorpos de cabra anti
marcados com a fosfatase alcalina foram incubados durante 2
peratura ambiente € a reatividade especifica fol determinada pela

adicao d@ substrato enzimatico NBT/BCIP.

E D|scussi\o

Foram extraidas proteinas totais de larvas de B. microplus €OmMO
imun(’)genos para @ producao de anticorpos policlonais de galinhas (igY). AS

proteinas totais extraidas & observadas em gel de acrilamida em SDS-PAGE

34



preservadas (dados nao apresentados), o que permitiu a

mantiveram—se

imunizagao das galinhas.

Todos 0S animais imunizados desenvolveram anticorpos reativos 2

muitas fragoes antigénicas do extrato proteico de B. microplus, em contraste

com 0S animais controles € reagoes negativas antes das imunizagbes (Fig.1)

Estes resultados estdo de acordo com Lemamy et al, (1999) cujo trabalho

de das aves produzirem anticorpos com alta afinidade

demonstrou @ capacida
alto titulo € grande persisténcia da resposta imune para proteinas de bactérias

e mamiferos. isto provave\mente se deve a0 fato do B. microplus n&o ser um

ectoparasita natural dé galinhas.

—6GL 01
_m—SP101

valores de ELISA
(492 nm)

ssados COMO titulos (Titulo = Diluigao do soro paseado nNO

Figura 1 Resultados do ELISA expre
de 1 48600. Galinhas (Guie GL2), So10S pré imunes

"). Os titulos foram acima

A analise dos anticorpos foi yerificada €m gpS-PAGE para

determinagéo da pureza. A figura 2 mostra um padrao de eletroforese das

oes comparadas com SOro total © também com um padrao de

coelhos €m nosso laboratér'\o. Foram

. pes redutoras (DTT) e nao redutoras nas amostras para a

determinagéo das cadeias leves € pesadas. Foi yerificada @ presenca de uma

g0 kDa no pur'\ﬂcado correspondente ao

\ar da 19Y- Sob condigdes redutoras com DTT, ocorreu @ presenca

35



de uma banda com peso molecular de aproximadamente 66 kDa, sendo a

o anticorpo e duas bandas menores correspondentes a

8 kDa, sendo a cadeia leve. Foi possivel demonstrar a boa

cadeia pesada d
aproximadamente 2

seletividade na puri
romatografia de troca idnica. Possivelmente, isto se deve a

ficagdo dos anticorpos por Sulfato de amdnio associada a

uma posterior C
idrofébica das 1gYs (ZHANG, 2003) e ponto isoeletrico distinto

(HADGE, D. & AMBROSIUS, 1984).

caracteristica h
das principais proteinas do soro

28 kDa

A B Cc D E F

(Gel 16%) Preparagbes de 1gY obtidas por precipitagao
o e cromatografadas em resina de troca ionica. Linha A -
amostra de soro total de galinhas, linha B — Fracéo de IgY obtida no void, linha
C — IgG de coelho purificada, linhas D e E — amostras B C reduzidas por
DTT, demonstrando 2 presenga das cadeias pesadas e leves de ambos 0s
anticorpos, linha F - Marcador de massa molecular (Sigma).

Figura 2 SDS-PAGE
com sulfato de amoni

Para verificar a sensibilidade e a funcionabilidade dos anticorpos
policlonais purificados, foi realizado um experimento de Western blotting
(Fig.3). Os resultados mostraram afinidade das IgYs contra as principais
proteinas do estadio larval do B. microplus. Foram identificadas bandas fracas

para as proteinas de menor massa mo
m, através dos anticorpos purificados

lecular, bem como bandas fortes com

massas moleculares maiores. ASSi

36



possibilitaré a selegdo por Phage display de peptideos epitopos especificos

para sé demonstrar com ¢l
modo, poderem ser utilizados na pesquisa de

areza quais epitopos estdo S€ ligando ao0s

anticorpos obtidos €, desse

peptideos yacinais.

1/20 1/60 1/180 1/ 360 1/540 1/1420 br1 br 2

DS-PAGE 16%) para proteinas de larvas
nticorpos po\'lclonais puriﬁcados de soro de galinhas (1gY).

Figura 3 Westerm plot (S de carrapatos incubadas

com diferentes diluigoes dos @

CONCLUSAO
galinhas imunizadas com o extrato

protéico bruto de B- microplus. ivel demonstrar neste trabalho, 2

e de s€ utilizar galinhas como fonte produtora de anticorpos

endo 08 animais apresentados altos titulos, a puriﬂcagéo eficiente

po|iclonais, t
e 0S anticorpos funciona\mente ativos. isto perm'\te a cont'mu'\dade dos
nto e utilizagao de bibliotecas dé phage display.

capacidad

trabalhos parao desenvo\vime
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AO instituto valleé sA, pelo fomecimento da ceppa mozo de B.
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Capitulo ]

UTILIZAGAO DO «pHAGE DISPLAY” PARA A IDENTIFICAGAO
DE PEPTIDEOS RECONHECIDOS POR IMUNOGLOBULINAS Y
POLICLONAIS ANTI-PROTEINAS TOTAIS DE LARVAS DO
Boophilus microplus.
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P e et

Capitulo 2

pDISPL y” PARA A \DENT\F\CAC}AO
D RE H 0 OR |MUNOGLOBUL|NAS Y
AlS ANTI PR TEINAS TOTAIS DE LARVAS DO

ecionados por igY po\ic\onais especificas para proteinas

através da utilizagéo de uma biblioteca de

fagos. AS imunog\obu\inas Y policlonais

Peptideos foram sel

e ao imunogeno € testadas para a reatividade no

ApOs 2 selecdo, 0 conjunto de peptideos apresentou Ser
i totais de larvas de Boophilus

ideos foi deduzida por analises de

a antigenicidade dos pept
0 identiﬁcado 13 peptideos com 0S maiores indices. As

TPDKS foram identificadas, sendo a

microplus €

bioinformética, send

seqﬂéncias consenso NxxxKxxL e
ira representada na populaqéo em 65% € 2 segunda em 12% dos fagos

primeir
Foram realizadas pbuscas por homologias das sequéncias

sequenciados.
o Boophilus microplus depositadas Nno panco de

obtidas com as proteinas d
s 3 proteinas com sequéncias similares a sequéncia

dados. Foram identiﬂcada
para a sequéncia TPDKS. O processo de selegao
, de provaveis epitopos para o carrapato

cao da produqéo de resposta imune pelos peptideos
ndo realizados para a caracterizag@o como

ulina Y, proteinas totais, peptideos Carrapato
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|NTRODU(}7\O

No Brasil, © carrapato bov
ltura em diferentes regioes por ser um agente

ino Boophilus microplus representa um

grande problema para a povinocu

debilitante € também como vetor transmissor de organismos causadores de
doencas. 0 uso® de acaricidas yem sendo 2 medida de controle profilatico €
m contra esses ectoparasitos. Os principais problemas

terap@utico mais comu
ca dizem respeito a0 desenvo\vimento de linhagens

relacionados com essa prati

resistentes de carrapatos. ao aparecimento de residuos quimicos nos produtos

nnC\pa\mente |eite e came, € 3 poluigao ambiental

de origem animal, sendo P
nte do uso dos acaricidas Mo controle (BULLMAN. et al.,1996). EM

provenie
rfil estimado dos prejuizos causados pelos Carrapatos

decorréncia disso, 0 P€

no mundo nao € otimista € no Brasil, @ estimativa apronma—se a um bilhdo de
dolares (HORN 1983). No mundo, essé
de 7 bilhoes de dolares (DE CASTRO, 1997).

g valores alcangam, anualmente, 8 cifra

As \Vacinas sio potenma\ ente promlssoras para O controle do

(WlLLADSEN, 1997). Entretanto, ainda nao foi possivel

carrapato bovino
identificar antigenos totaimente protetores como substituicgo a0 UusO de

30 apresentados na tabela 1 € s3o descritos

acaricidas. Diversos antigenos &
4o MCKENNA et 2 (1998) e WILLADSEN (2001), coMO

nas revis0es
as, independentes do tipo da relagao parasito-

potenciais candidatos para vacin

hospedeiro- Com 24 utitizagao
tendo mais de um antigeno apresentam Ser mais

recombinantes, prot()tipos con
eficazes dO que aque\as com apenas um antigeno (WlLLADSEN 1996).
ido usados na identificagao © caracterizagao de

mesmo, comp\ementar as propriedades
antigenos ja conhecidos (PATARROYO etal., 2002,

ANDREOTT\ et al., 2002). Entre as metodo\oglas ainda Nao ytilizadas, 0

“Phage display’ aprese enta uma nova possnbmdade na identificagdo €

isolamento de um grande numero de pephdeos epitopos especificos, mesmo
orpos (CORTESE

de antigenos convencionais Ol mesmo

prévias dos antigenos ou dos antic
gfetivas podem ser desenvolvidas em fungdo da

oem escala € utilizados dlretamente em

sem possuir informagoes
et al, 1995). vacinas

|dent|ﬂcaqao caracteriza(;éo, produga

sensibilizagdes (BENHAR, 2001, IRVING et al., 2001).
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isplay” tem apresentado uma utilizagdo

A metodologia do “Phage D

cada vez mais crescente no desenvolvimento de novos medicamentos, desde a

iTH. Bibliotecas de peptideos fusionadas em

implantagdo em 1985 por SM
fonte de grande numero de epitopos €

fagos tém despertado O interesse como
tam sido vastamente utilizadas em estudo de interagbes de ligagdo entre

antigeno-anticorpo (CORTESE, 1995). Foi demonstrado que era possivel a

obtencdo de epitopos especificos pela selegao de bibliotecas com anticorpos
lineares tanto quanto mimetopos, 0s que

monoclionais € policlonais, epitopos
mo epitopos néo peptidicos

imitam peptideos lineares, descontinuos e até mes

de antigenos.

O “Phage Display’ descreve uma técnica de selegdo na qual uma

biblioteca de peptideos ou proteinas com as sequencias randomizadas sao
na supreficie da particula viral,

para cada residuo encontra - s€ no genoma viral (PARMLEY &

expressas enquanto O material genético

codificante
SMITH, 1988). Com isto, & possivel a ligago entre cada sequiéncia da proteina

e e a respectiva sequéncia de DNA, com a qual permite rapida
de ligagdo para uma molécula alvo. Foram

expre anticorpos (BARBAS Il et al.,1992;
HOOGENBOOM, 1997), peptideos (NOREN E NOREN, 2001, SMITH, 1985),
enzimas (SOUMILLlON, 1994, FERNANDEZ-GACIO, 2003), receptores de

superficie celular (ROBERTSON, 1993), entre outras estruturas. As
idas nestas bibliotecas sdo “peneiradas” por um

do “Biopaninng” (PARMLEY & SMITH,

variant
discriminacdo baseada na afinidade

ssos na superficie viral

biomoléculas especificas cont

processo de selecdo in vitro denomina

1988).
o descreve a identificagéo de peptideos derivados

da selegdo de uma biblioteca randémica de peptideos sintéticos selecionados
os de larvas do

O presente trabalh

para proteinas totais dos estagi
foi desenvolvido no sentido de isolar e
potencialidade para

por anticorpos especificos

Boophilus microplus. O processo
caracterizar os peptideos potencialmente antigénicos com

futuramente serem antigenos candidatos em uma vacina polimunogénica €

etividade tal que O controle do carrapato possa ser feito

assim, obter-se uma ef
sem o uso de pesticidas quimicos.
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MATERIAIS € METODOS

acdo das imunoglobulinas Y de galinha.

purificagdo € caracteriz
conhecedores de proteinas de

Os anticorpos po\ic\onais de galinhas re

Boophilus microplus foram desenvolvidos como descrito Por PRUDENCIO et

al., (2003), € foram submetidos 2 uma puriﬁcagéo por afinidade de acordo com

as tecnicas descritas  POf SAMBROOK ot al, (1989). com algumas

modificagoes- O extrato protéico de carrapato foi adsorvido em uma membrana

de nitrocelulose (Amersham pharmacia) durante toda 2 noite & 4°C €

posten'ormente plogqueada por leite em po 5%, durante 1 hora 3 temperatura

te. A membrana contendo as proteinas foi incubada com a fragao

ambien
jaimente puriﬁcada de 1gY durante toda noite @ 4°C e posteriormente

parc
|avadas com pBST uma Vez e mais trés vezes com pBS, monitoradas por

leitura NO espectrofotémetro no final da lavagem para averiguagao do

desprendimento de proteinas da membrana. Os anticorpos foram eluidos por
a0 minutos € imediatamente apo6s a eluigao,

foram neutralizados por 4100mM de tris pH 8.0 € @ concentragao do eluido foi

estimado por espectrofotometria (OD 280)-
Analises de “Western Blot” para detec¢do de atividade dos anticorpos

pun'ﬁcados

para a analise de “Westem Blot’, realizou-se @ eletroforese das

to (SDS-PAGE, 16%) e a eletrotransferéncia das

proteinas totais de carrap@
oteinas do gel para membrana de nitrocelulose (NG, Sigma) de acordo com

r BARBAS 1 et al, (2001), com algumas modificagdes.
i plogqueada por pPBSTM 5% € incubada com 0S

r afinidade a0 ligante € diluidos em PBSTM 5%

pr
as tecnicas descritas PO

A membrana de nitroce

anticorpos (igY) puriﬂcados po
durante toda 3 noite @ 4°C. Anticorpos de coelhos anti IgY diluidos em PBSTM

5%, foram incubados em temperatura ambiente POr duas horas. Anticorpos de
marcados coma fosfatase alcalina foram incubados

peratura ambiente € 28 reatividade especifica foi

determinada pela adigéo do substrato NBT/BCIP.

Selegdo da piblioteca de peptideos fusionados €m pacteriofagos

filamentos

Foi utilizada uma biblioteca de 12 peptideos randomicos fusionados em
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o AN T S

st

T, 29 Lty " ”
AT, AL, ate

pprerer s = e g g S pis—

“Ph.D -12 mer- New England Biolabs”). A biblioteca € composta por
os por uma curta seqiiéncia espagadora
- terminal da proteina capsidica menor

mentosos. A biblioteca consistia de 2,8 x

fagos (
doze peptideos randoémicos seguid
Gly-Gly-Gly fusionada & regiao N

(Proteina lIl) de bacteriofagos M13 fila

10" clones independentes, 0S quais representam as 1.9 x 10° possiveis

2 residuos de aminoacidos. Todas as cinco copias

combinagdes contidas noS 1
contém, peptideos randomicos

da Proteina capsidica dos fagos,
EN & NOREN, 2001). A biblioteca de fagos foi incubada

aminoterminais (NOR
as totais do carrapato

ida de imunoglobulinas igY anti-protein

com a fragéo elu
to abaixo.

bovino purificadas por imunoafinidade, como descri

m adsorvidos no orificio de uma placa de microtitulagdo de 96

Fora
ficada por afinidade ao imunogeno

pogos (Maxisorp - Nunc) 150 Ul de \gY puri
(100 ug/mi em 0.1 M NaHCO3, pH 8.6) e incubadas durante a noite a 4°C em

um recipiente contendo papel toalha umidificado. A placa foi bloqueada com

250 Ul de um tampao de blogueio (0.1 M NaHCO3, pH 8.6, 5 mg/ml BSA) por 2

placa foi lavada seis vezes com TBST (TBS

h a temperatura de 4°C. A

contendo 0.1% Tween-20 VIV), foram acres
4100 fagos diluidos em 100 Ul TBST e mantido sob agitagdo por 1h a

ente. Fagos né@o ligantes foram removidos pela lavagem dos
orificios da placa por dez vezes com TBST (0.1% Tween-20) na primeira
passagem e nas subseglientes com TBST (0.5% Tween-20). Os fagos ligantes
foram eluidos com 100 Ul do tamp&o de eluicdo (0.2 M glicina-HCI, pH 2.2,
do 1 mg/ml BSA) por 10 min a temperatura ambiente e imediatamente
o de neutralizagdo (1 M Tris-HCI, pH 8.0).
das para a determinagao da titulagao.

centados nos orificios da placa 4

temperatura ambi

conten
ralizados com 15 Ul do tampa
oram utiliza
ndo fagos foi utilizado para a reamplificagéo, para

E. coli ER2738. Foram realizadas trés

neut
Aliquotas dos fagos eluidos f

O eluato remanescente conte
infecgao em

a proxima passagem, pela
to dos fagos contendo os peptideos ligantes.

passagens para o enriquecimen

Caracterizagdo dos clones selecionados.

|dentificagdo dos Clones reativos

go utilizado contém o gene lacZa, © qual utiliza o sistema

O vetor de fa
rem selecionados pela

de a—comp|ementac;éo, permitindo clones reativos s€
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o das colbnias (azuis positivas ou brancas negativas). Para as
bactérias em agarose na superficie

gal (40 pg/m)) e IPTG (0.5 mM).

coloragé
titulagdes, foi feito uma mistura de fago e

sendo plaqueada em meio LB contendo X-

“Western Blot”

Para assegurar qué os clones selecionados tenham afinidade pelo

do pela imunizagdo das galinhas com proteinas de carrapato, as

anticorpo gera
passagens de selegdo de

referentes ao conjunto de clones das trés
larvas, foram tratadas com DTT e imediatamente aguecidas em Banho-Maria
por 2 min a 95°C e aplicados em gel de eletroforese. As amostras foram
‘ a membrana " de nitrocelulose (Amersham

amostras

eletrotransferidas para um
Pharmacia), complexadas com anticorpo primério (IgY de galinha anti proteinas

totais de B. microplus), ligados ao anticorpo secundario anti-lgG de galinha e

posteriormente o anticorpo terciario conjugado com a fosfatase alcalina e

revelado com O substrato NBT/BCIP.

Seqiiénciamento de DNA.
Para a obtengéo de DNAdeb

colénias obtidas apos a terceira passagem de selegdo por imunoafinidade
foram repicadas separadamente em microtubos e crescidas em meio LB liquido
por 6 horas. Os fagos foram isolados pela precipitagdo com 20% PEG/NaCl,
seguido da adicdo de iodeto de sodio para lieragdo do &cido nucléico e
posterior precipitagdo com etanol. A qualidade € quantidade do DNA fita

simples foi verificada pela corrida e
O sequénciamento foi rea

acteriofagos filamentosos de fita simples,

letroforética em gel de agarose (dados nao
lizado utilizando o Kit “Big Dye

Terminator’” (Pharmacia) utilizando um sequienciador automatico “MegaBace”
(Amershan Biosciences) do laboratério de Genética Molecular (UFU). Para a
reagdo do sequiénciamento, foi utilizado o “primer’ - 96 M13 - (5-
HOCCCTCATAGTTAGCGTAACG _3’ - Pharmacia) o qual flanqueia a regiao

dos aminoacidos codificantes dos pept
na regido -96 pb “downstream”.

mostrados).

ideos randomicos fusionado nos fagos

M13 recombinantes pela hibridizagéo

Andlise de dados pela Bioinformatica.
traduzida usando DNA2PRO12

1o. A sequéncia de aminoacidos foi
seqliéncias de DNA obtidas

(http://relic.bio.anl.gov/dnaZpro12.aspx ) para as
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através do seq[]énciamento. Este programa & especifico para 0s insertos das

bibliotecas da “New England Biolabs ph.D.-12""

de antigenicidade dos peptideos foram determinados

20 - parametros
' (DNASTAR - Lasergene).

individualmente pelo programa «protean’

3° - A popu\agéo dos peptideos foi caracterizada quanto a frequéncia de

programa AAFREGS (httg:l/relic.b'\o.anl.govlaafregs.asgx ).

peptideos foram gerados pelo MOTIF2

aminoacidos pelo

40 - Os Motivos protéicos dos

anl. ov/motif2.as x). O programa ndo permite substituigbes de

(htt -Jrelic.biO.
ativos, mas jungdes jdénticas. E considerado um motivo

aminoacidos conserv
conservado para 0S peptideos alinhados quando s30 longos O suficiente para

gerar uma estrutura secun

50 - O programa FASTAcOM (httg:l/relic.bio.anl.govlfastaconsen.asgx) procura
ser con

S sequénc'\as consenso, podendo tinuas ou
Boophilus microplus

daria parcia\.

por identidade entre @

descontinuas, com multiplas proteinas conhecidas do

ologias dos peptideos isolados com as

g° - Procuras foram feitas para hom
K» pelo BLAST (Basic Local Alignment

das no “GENEBAN

A7




RESULTADOS
A fragdo de IgY parcialmente puri

roteinas totais de larvas do
nais reconhecedores das proteinas deste estadio

as linhas A e B Fracdes parciaimente
ato das lgYs purificadas por

ficada foi submetida a selegdo por

imunoafinidade contra p carrapato bovino para a

obtencao de anticorpos policlo

parasitario. A Figura 1 apresenta n
s C e D fragdo do elu

purificadas € linha
ragéo foi estimada através d

imunoafinidade. A concent
Otica (ODzsonm )-
Para ve

a leitura por densidade

dficar a sensibilidade dos anticorpos policlonais, foi realizado

westen blot”. Foi verificada reatividade nas principais

proteinas do carrapato para oS anticorpos puriﬁbados por imunoafinidade (Fig.
entificagdo de bandas fracas para as

erimentos, ocorreu a id
r massa molecular, bem como bandas fortes com massas

go das diluiges testadas do anticorpo primario.

um experimento de

2). Nos exp
proteinas de meno
moleculares maiores ao lon

—
B C D
Gel 16%) de Preparagdes de !munoglobuiinas de galinhas obtidas
rpos com proteinas totais do B. microplus.
ha. Linhas A e B pool das fragdes de IgY
tografadas para igY anti-larvas. Linhas
acida e neutralizagao.

A
Figura 1 sDS-PAGE (
atraves da purificagdo por imunoafinidade dos antico
A seta indica @ posigao das imunoglobulinas de galin
obtidas pela precipitagéo por Sulfato de amonio e croma
C e D representam @ fragdo do eluido de IgY apos eluigao
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zacAo das Imunoglobulinas de galinhas purificadas por afinidade. Pelo
(SDS-PAGE) foi po_ss.ivel verificar o reconhecimento das
s diluigbes dos anticorpos policlonais (IgY)

Figura 2 Caracteri
experimento de Western blot
proteinas de larvas de B. microplus em diferente

purificados por afinidade.

As proteinas totais para 0 estadio larval do carrapato bovino foram

nticorpos policlonais de galinhas purificados por afinidade.

reconhecidas por a
pregadas foi demonstrado o reconhecimento

Através das metodologias em

especifico das IgYs durante as etapas
am ser utilizados na selegdo por imunoafinidade dos

a biblioteca de peptideos randémicos fusionados na

de purificagdo. Desta forma, estes

anticorpos  poderi
peptideos contidos em um

superficie de fagos.

Selegdo por Imunoafinidade

Para a identificacdo dos multiplos alvos
carrapato bovino, foi realizado uma selecado

m fagos M13. Para aumentar a

ligantes aos anticorpos

policlonais antiproteinas totais do

teca de peptideos expressos €
30 dos peptideos, as IgY utilizadas nas trés passagens

or afinidade contra as proteinas totais do
Por este método, apenas igY

de uma biblio
especificidade da sele¢

da selecdo foram purificadas p
a eluicdo da fragdo ligante.

parasita pel
pato s&o submetidas a selegdo contra a biblioteca.

especificas para 0 carra

Caracterizagdo dos clones ligantes selecionados

reativos foram selecionados pela coloragédo das colbnias

Os clones
ativas) e titulados posteriormente (Figura 3). Os

(azuis positivas ou brancas neg

s titulagdes durante 0S processos de selecgdo sao apresentados na

valores da
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ca representa os fagos utilizados para a entrada e a

tabela 1. A coluna coni
imunoreatividade com posterior eluigéo

coluna retangular os fagos retidos por
o amplificado da terceira seleg@o foi plaqueado para

acida. O eluato nd
snias azuis foram repicadas e sequenciadas

determinagdo de titulo & as col

aleatoriamente.

ceira sele¢ao. Colénias azuis representam a infeccao de

Figura 3 Titulagéo do eluido apos a ter
da R-galactosidase.

E. coli F' com fagos M13 carregando 0 gene

10 Ciclo de Selegéo Entrada 4x10'°
2x10°

Saida 2x10°

20 Ciclo de Selegao Entrada 5x10°
5x107

Saida 1x10?

30 Ciclo de Selegao Entrada 2x10™°
4x10°

Saida 5x10°

tes a anticorpos policlonais para as proteinas

m peptideos ligan
de selecdo dos fagos por

Tabela 1 Selegao dos fagos €O
ftulo obtido (ufc) no processo

de larvas de B. microplus. T
imunoafinidade (titulo por 10Ul).
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terminacdo da imunoreatividade do conjunto dos fagos

Para a de
selecionados durante 0 experi

Blot’ (Figura 4). A Figura 4A representa
Gel de acrilamida (SDS PAGE 16%) para demonstragdo da posigdo da proteina
m o peptideo fusionado, sob condi¢des redutoras A1-

mento, foi realizado um experimento de “Western
uma corrida de proteinas de fagos em

capsidica lll, a qual conté
A2 e néo redutoras A3-A4, sen
mente 65 kDa. A Figura 4B apre
a Proteina |ll com marcagao colorimétrica, revelada pela adigdo do substrato

NBT/BCIP. O sinal foi crescente no decorrer da primeira a terceira passagem
_ Assim, foi possivel averiguar o enriquecimento dos

do uma banda com massa molecular de

aproximada senta uma banda correspondente

para o experimento (B1-B3)
peptideos especificos presentes no conjunto para 0S anticorpos IgY anti-

proteinas do carrapato bovino durante o processo da selegéo.

A) B)
==
Pl v
B1 B2 B3
ezzd
PVl
Al A2 A3 A4 A5
Figura 4 SDS-PAGE (Gel 16%) de Bacteriofagos M13 (A) e “Western Blot” para o conjunto de
Em A as setas indicam as posi¢bes da

fagos apos a terceira sele¢ao do experimento (B).
proteina Vill € a proteina 1l (contém © peptideo fusionado). As proteinas foram submetidas a

condigdes redutoras e nao redutoras. B representa bandas com intensidades crescentes de
sinal (B1-B3) representando 0 aumento do reconhecimento dos peptideos selecionados pelos

anticorpos anti- proteinas de carrapato.

Seqiiénciamento de DNA

Para o sequénciamento, foram escolhidas aleatoriamente coldnias

as de tamanho uniforme, d
0 seqﬂénciamento do DNA d
b dos nucleotideos correspondentes aos 12 AAde

da Proteina Il (glll). A tradugdo dos

o titulado do eluato ndo amplificado da

azuis isolad
e fita simples dos fagos, foi

terceira selegdo. N
possivel a obtencdo dos 36 p

cada peptideo fusionados ao gene
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noacidos obedeceu aos critérios determinados pelo

nucleotideos em ami

programa DNA12PRO (RELIC softwares), especifico para a biblioteca utilizada

A tabela 2, mostra a sequéncia completa dos peptideos selecionados

legdo. Foram obtidas 74 sequéncias no experimento, sendo
as distintas. Peptideos independentes foram isolados mais

na terceira se

apenas 29 sequénci
sendo 45 as sequéncias repetidas, A sequéncia

de uma Vez
22 vezes , outras 9 sequiéncias foram

(DAWKMRLSQMYD) apareceu
LLIP), 7 sequéncias para (IDP
NAWLQEPNHRNL, TLFTPDKSPAKT SNNADYKQSLLL

I

os quais foram mais freqientes.

(VNYNGKEH ILMFKYWSNM) e duas sequéncias
(AGLPNHNAMLLT,
GALHQEPSSNLE, GLFTPDKSPAKT)
Tabela 2 Sequéncia de aminoacidos dos peptideoé expressos nos fagos
selecionados pelos anticorpos policlonais de galinhas imunizadas com
larvas de B. microplus.

proteinas totais de
Larvas
Clone F Clone F
DAWKMRLSQMYD 2274 GPYDTPMFSLNM 1774
VNYNGKEHLLIP 9/74 HAWQSKTPDKTR 174
IDPLMFKYWSNM 7/74  HTQHSPMVSVEF 1174
SPLNNFYKTQLR 3/74 HVRIPPTMPEAW 174
VNWNSWHKTNLS 3/74 IDSNHVYKDFLT 1/74
AGL PNHNAMLLT 2174 IPYTHAHADHTL 1/74
NAWLQE PNHRNL 2074 KPVVGMPIVEVW 174
TLFTPDKS PAKT 2074 SHDGASSKIRPA 1/74
SNNADYKQSLLL o/74  SIPTYTPDKVTY 1/74
GALHQEPS SNLF 2174 SQKY FNDLLDHQ 1/74
GLFTPDKS PAKT 2074 SSKLTFI DFHRN 174
APYDTPWPSPSL /74 SVPLAKRHLISL 1174
CLHCKYTLQQQA 1474  SWSSAERLYTMN 1174
GALIYTPEKYTI 174 SYGSSVTQHLAT 174
I DPLMFKYWYNM 174
Total de seqiiéncias 74
Total de seqiiéncias repetidas 45
29

Total de clones Distintos

Anélise das segiiéncias

cidade foram preditos para 0S peptideos

indices de antigeni
Peptideos localizados a esquerda da

selecionados por afinidade (tabela 3).
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quéncias de AA e a direita, 0 grafico de cada peptideo
indice antigénico. O gréfico representa na vertical
nico variavel de 1,7 até -1,7 e na extensao horizontal

tabela contém as sé
corresponde ao Seu
esquerda o indice antigé
inferior variagdo entre 0S aminoacidos para cada peptideo. Foram
representadas apenas as se

indice de antigenicidade proxim

quéncias contendo pelo menos trés aminoacidos e

o ou superior ao valor 2. Portanto, 13 peptideos

apresentaram indices antigénicos destacados.

nicidade preditas para 0S peptideos selecionados
Protean (Lasergene sofwares).

Antigenicidade

Tabela 3 indices de antige
por afinidade realizado pelo

Sequéncias

— T
VNYNGKEHLLIP (9/74) .ﬂ/z///%f;////%’%’%/w//f//j/h////f[{?//ﬁ'///fc‘w””””””””””/”
250,00 0.45 1.25 1.70 0.60 0.45 0.30 0.30 -0.60-0.60 -0.60

..........

SNNADYKQSLLL (2/74) .
0.850.851.051.151.30 1.30 0.60 0.60 -0.45 -0.30-0.60 -0.60

VNWNSWHKTNLS (3/74) ................................. 7
-0.200.000.200.15 0.350.350.74 0.88 1.02 1.61 1.400.66
///2%///%////// //////'////////2;%;/////7////////////// 725 v ittt

SPLNNFYKTQLR (3 74
QLR (3/74) 1.310.84 0.80.87 1.300.77 0.39 -0.04 0.13 0.45 0.75 0.45

STPTYTPDKVTY ( 1/74) == — 7
-.0.30-0.60-0.450.23 0.761.842.122.802.12 1.29 1.01-0.02

.............. I

HAWQSKTPDKTR (1/74)  ammmmm
0,40 0.25 0.25 1.14 1.88 2.52 2.66 3.40 2.91 1.97 1.63

TLEFTPDKSPAKT (2/74)

GPYDTPMFSLNM (1/74)
2.052.502251.00 040 0.00-0.10-0.40 -0.40 -0.40-0.40-0.1

;;;;;;;;;;;

NAWLQEPNHRNL(2/74)

GALHQEPSSNPF(2/74)

RIITG]

HUVRNPPTMPEAW (1/74) .
0,60 1.13 1.77 2.01 2.402.16 1.92 1.6 0.09 -0.30-0.15-0.30

SHDGASSKIRPA(1/74)

GLFTPDKSPAKT (2/74)  prpmmm i i it
0.40-0.40-0.10 0.851.201.70 2.12 2.43 2.74 310 29158
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Tabela 4 Frequéncia dos aminoacidos ind

fagos seleci

construgdo da

onados pelas ig¥s e a frequ

biblioteca realizado pelo AAFREQ.
Aminoacidos
Frequéncia (%)
Fesp’ Fobs

a (alanina) Ala 6.2% 21 5,65%
c (Cisteina) cis 3.1% 2 0,54%
d (Aspartato) Asp 3.1% 21 5,65%
e (Glutmato) Glu 3.1% 8 2,15%
£ (Fenilanina) Fen 3.1% 12 3,23%
g (Glicina) Gly 6.2% 9 2,42%
h (Histidina) His 3.1% 20 5,38%
i (Isoleucina) Tle 3.1% 13 3,49%
x (Lisina) Lys 3.1% 24 6,45%
1 (Leucina) Leu 9.4% 37 9,95%
m (Metionima) Met 3.1% 15 4,03%
n (Asparagina) Asn 3-1% 21 5,65%
p (prolina) pro 6.2% 30 8,06%
a (Glutamina) Gln 6.2% 15 4,03%
r (Arginina) Arg 9.4% 10 2,69%
s (Serina) Ser 9.4% 36 9,68%
t (Treonina) Thr 6.2% 27 7,26%
v (Valina) val 6.2% 15 4,03%
w (Triptofano) Trp 3.1% 12 3,23%
y (Tirosina) Tyr 3.1% 20 5,38%

*Frequéncia esperada = Codons para o

genético NNK (32 codons) para a construgao

Tabela & Alinhamento li
selecionados por afinida

near das sequénci

s 32 aminoacidos X 1
da biblioteca (N

as de aminoacidos dos peptideos
de realizado pelo MOTIF 2.

00%. Foi utilizado o codigo
oren e Noren, 2001).

Motivo Alinhamento Frequéncia

NxxxKxxL* VNYNGKEHLLIP 9/74
SNNADYRQSLLL 2174
VNWNSWHEINLS 3/74
g PLNNF YKTQLR 3/74
TDSNHVYKDFLT 1/74
MNSWYKFMLPDI** 774
DAWKMRLSQMYD 22/74

65%
TPDKS GLFTPDKSPAKT 2/74
gIPTYTPDRVTY 1174
HAWQSKTPDRTR 174
TLFTPDKS PAKT 2174
GALIYTPEKRYTI 174
GPYDTPMFSLNM 174
APYDTPWPSPSL 174

12%

*_etras em negrito Jonotam residuo

*sequiéncia inversa a0 peptideo |

s conservados.
DPLMFKYWSNM

ividuais dos peptideos expressos nos
éncia esperada dos aminoacidos na
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Na tabela 4, a comparagao entre a frequéncia dos vinte aminoacidos

tideos ligantes € a frequénci
ndicagéo da selegéo positiva para Lisina, Aspartato

presentes nos pep a esperada dos aminoéacidos na

biblioteca original: ocorre @ i

Histidina, Metionima, Asparagina, P
ativa para Cisteina, Glicina,
quéncias de peptideos randdmicos atuam na

rolina, Treonina Tirosina. Por outro lado

ocorre sele¢ao neg e Arginina. Os AA Arginina e

uma unica Cisteina nas S€
secrecdo de Proteina Il e podem interferir na infectividade dos fagos

lones com peptideos contendo estes aminoacidos podem

Consequentemente, C
a selecdo (NOREN & NOREN, 2001).

ser menos freqientes durante

cos foram identificados apés a terceira selegdo no

pos de aminoacidos foram formados, sendo 0
KxxL representado por 6 peptideos

Motivos protéi

experimento (tabela 3). Dois gru
constituido pelo motivo NXxX
o motivo TPDKS, sendo as sequéncias sobrepostas

peptideos, € TPxxS estando presente em 4

primeiro grupo
e o segundo grupo pel

TPDK em 4 peptideos, TPxK em 5
guéncias, foram mantido
tos. O motivo consenso foi considerado quando

peptideos. Nestas s€ s constantes 0s aminoacidos TP

ao longo de 7 clones distin

o ou mais vezes nos clones distintos.

ocorreu quatr

s das seqiéncias consenso entre 08 motivos protéicos
s microplus depositadas nos bancos de

programa FASTAcom.

Tabela 6 Alinhamento
eferentes ao Boophilu

com proteinas r
dados. Foi utilizado para as analises 0

segéncias consenso: Nxxkxxl
1 419 >emb|CAAO9335.lIReceptor de associagdo & proteina G (NYAQKRTL) *
rsor de calreticulina (NYKGKNHL)

2 411 >gb|AANO3709.1| Precu
3 223 >gb|AAD15991.1| Glutationa S transferase (NEKTKLGL)

Seqgéncias consenso: TPDKS
1289>pir||T31344 Precursor de GP80 (TSDCS)
978 >gb|AAN15115.1| antigeno B de proteina de membrana (TLDPS)
paramiosina (TKBKSK)
co Bm86 (PGKSS)

73 >gb|AR020875.11
precursor do antigeno glicoprotei

650 >sp|920736|

569 >gb|AAD38381.2| proteina Bm95 (TPNIS)

531 >gb|AAF91384.1| p4a50 CcYP319Al {TQSKS)

411 >gb|AAN03709.l| Precursor de calreticulina (TPDPK)

397 >gb|AAF72891.1| Receptor peptidico do tipo leucoquinina (TLDPS)

354 >gblAAGOO993.1| proteinase aspartética ligante do Heme (TFTKS)
tipo Catepsina l(TPVKDQ)

10332 >gb|AAF61565.lI de proteinase

O O ~1 Oy U o W B =

Precursor

ses

* sequéncia da proteina similar indicada entre parénte

ilaridades das sequéncias consenso presentes

Foram investigadas sim
a0 Boophilus microplus depositadas no

nos peptideos com proteinas referentes
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). Multiplas seqiiéncias protéicas descritas foram

“GENEBANK’® (Tabela 6
confrontadas com cada motivo.
s com varias proteinas antigéni
rtantes, tendo a sequiéncia simila
rénteses. Para o motivo TPDKS, no alinhamento foram

no minimo 3 identidades exatas, pois o motivo

O alinhamento revelou similaridades dos
motivo cas e ainda, proteinas com fungbes
celulares impo r com o motivo consenso
demonstrada entre pa
consideradas a presenca de

completo ndo gerou alinhamento.

do diretamente a presenca de similaridade entre os

Foi investiga
munoafinidade e as proteinas depositadas no

peptideos selecionados por i

GENEBANK (http://www.ncbi.nlm.gov
O alinhamento revelou a presen

/) restritas ao carrapato bovino Boophilus

microplus. ca similaridade das sequéncias

testadas (Tabela 7).

Tabela 7 Proteinas do B. microplus similares com 0S peptideos alinhados pelo

BLAST.
Laxvas
Peptideos Proteina Similarid
ade
VNYNGKEHLLIP (9/74) gb]AAN03709.1 Precursor de calreticulina (148-155) NY-GK-HL
SN—-DY-Q-++

gb|AABO4998.1|Enzima semelhante a ECA (79-88)
(266-271) NN-+YK

SW-KTN

SNNADYKQSLLL(2/74)
gb|AANO3708. 1)Precursor de calreticulina

gb|AAFOO496.1|Esterase (189-194)

gb|AAP75707. 1|Inibidor de serino
gblAAD28395.1|NADH desidrogenase sub.2 (40-46) PL-NN-YK

gblAAN1511 5.1]Antigeno B de membrana (186-192) NH-VY-DF
gb|AAP75707.1|Inibidor de serino proteases (157-1 62)
gb|AAN03709. 1} Precursor de calreticulina (296-301) P-YTPD
gb|AAF00496. 1|Esterase (485-490) FSLN-M

|CAA09335. 1|Receptor ligado protein
no proteases (45-50) PSSN-F

VNWNSWHKTNLS(3/74)
SPLNNFYKTQLR(3/74)

IDSNHVYKDFLT(1/74)
NAW+H+E

NAWLQEPNHRNL (2/74)
SIPTYTPDKVTY(1/74)

GPYDTPMFSLNM(1/74)
emb
gb|AAP75707. 1|inibidor de sefi
gb|AAA92143.1|Precursor de G
gb|AAFI1 384.1] 450 CYP31 9A1 (303-307)

GALHQEPSSNPF(2/74)

HTQHS PMVSVEF ( 1/74)
SSLLTFIDFHHR(1/74)

LTFID

proteases (123-133) P+++-YK-QLR

a G (274-283) AL-QE--PSS

P80 (878-887) TQ-SP-V-SV

acidos com propriedade bioguimicas semelhantes

+ Representam amino
de similaridade

—Representa aminoacidos com auséncia

ontradas em 11
os clones

Similaridades entre as sequéncias foram enc

no qual ©0s principal
SNNADYKQSLLL €

s motivos proteicos foram:

peptideos,
gTPTYTPDKVTY apresentaram

VNYNGKEHLLIP,
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homologia com @ proteina precursora de calreticulina pelas sequéncias (NY-GK

(p-YTPD), respectivamente. Os clones

HL) , (NN-+YK) e
NAWLQEPNHRNL €
doras de serino proteases (serpinas) pelos

SPLNNFYKTQLR, GALHQEPSSNPF apresentaram

homologia com as proteinas inibi
), (NAW++E) € (

pyDTPMFSLNM foram Si
), respectivamente. Os peptideos com seus

(SN——DY Q++), SPLNNFYKTQLR (PL-

pSSN-F), respectivamente. Os clones

motivos (P+++-YK QLR
milares a esterase pelas

VNWNSWHKTNLS € G
seqléncias (SW-KTN) € (FSLN-M
0s SNNADYKQSLLL,
(NH-VY~-DF)

respectivos motiv
NN-YK) , TDSNHVYKDELT
(TQ—SP—-V—SV) e

as semelhantes as enzi

similares as protein
NADH desidrogenase, proteina B de membrana,

G, precursor de GP80 e U

GALHQEPSSNPF (AL-QE—PSS),
HTQHS PMVSVEF gSLLTFIDFHHR  (LTFI p) foram
mas conversoras de angiotensinas,
receptor associado a proteina
ma proteina do complexo do citocromo 450,

respectivamente.
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DISCUSSAO

ma de exposi¢do de proteinas em fagos tém sido
¢cbes recentes no

O siste
te aplicado em diversos campos. Aplica

extensivamen
tes para diagnésticos estéo

mento de medicamentos, vacinas e agen
(BENHAR, 2001). Neste trabalho,

m homologias significativas com

desenvolvi
sendo cada vez mais promissores

identificou-se peptideos Qqué apresentara
sequéncias protéicas depositadas em bancos de dados ou podem representar
a o carrapato bovino (B. microplus). Os

elecdo de uma biblioteca randémica de
tra Imunoglobulinas Y reconhecedoras

produtos génicos ndo descritos par

peptideos foram obtidos pela imunos
s con

peptideos apresentados em fago
do B. microplus. Para a obtengao IgYs

larvas
desenvolvido em galinhas atraves de

lecionadas por afinidade

de antigenos dos estadios de
soro policlonal foi
s totais do parasita e S€
luigdo da fragao ligante. O isolamento dos
pelos repetidos

especificas,

imunizagdes com proteina
posterior €

proteinas do carrapato & explicado
unoafinidade contra IgY especificas para

& SMITH, 1988). Assim, os ciclos de
revaléncia dos peptideos reconhecidos

contra o imunégeno, com
peptideos homologos as

ciclos de selegdo dos peptideos por im

as proteinas do parasita (PARMLEY

selegéo e amplificagao tenderiam a p
pelos anticorpos com maiores titulos, suportado pela ligagédo as

imunoglobulinas policlonais induzidas pelo imunogeno.

istem estudos sobre 0 reconhecimento imune de galinhas

Ainda nédo e
resentados colaboram com O

para os antigenos do carrapato. Os resultados ap
EMAMY et al.,(1999) da capacidade das aves produzirem

enunciado por L
m alto titulo € grande persisténcia da resposta imune para

ovavelmente se deve ao fato do B.
has. Outro importante fator,

anticorpos €O

proteinas deb
o serum ectoparasi

produzidos €m galinhas po

pH extremo (LEE et al.,2002
idade (IKEMORI et al. 1993) e avidez

do usadas eficientemente em

actérias e mamiferos. 1sto pr

ta natural de galin
ssuem vantagens bioquimicas como

), resisténcia 3 temperatura elevada

microplus na
os anticorpos

resisténcia a
(JENSENIUS et al.,1988), grande afin

t al.,1988), motivo pela qual, tém si

(STUART e
|.,1996). Estas, caracteristicas essenciais

munoldgicas (SCHADE et a
a de galinhas para o desenvo

analises i
lvimento da resposta imune contra o

na escolh

carrapato.
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Nas etapas de selegdo, embora nao seja verificado 0 enriquecimento
da subpopulag&o de fagos, ocorreua maturagdo da afinidade dos peptideos. A
banda correspondente 3 proteina P, local do
inserto dos peptideos, demonstrou 2 maturagdo de afinidade durante as 3
mou-se evidente a ocorréncia da selegéo dos
lecionado em fungao do reconhecimento

presenga do sinal crescente na

passagens. Com isto, to
ra o alvo sé

peptideos especificos pa
linas Y anticarrapato.

dos peptideos pelas Imunoglobu

de dos peptideos foi predita para verificagdo da

A antigenicida
imunoglobulinas. Ainda, epitopos

ocorréncia de reconhecimento pelas

gias, assim como epitopos conformacionais, poderiam ser

ausentes de homolo
o um provavei alvo em fungdo da observagéo dos valores

relacionados com
o de regides antigénicas de

metodologia para a predica
a utilizada por Patarroyo et al., (2002) o

qual determi énicos mimeticos de epitopos da

Bm 86 e O0S peptideos apresentaram antigenicidade e
to de uma vacina sintética. Neste caso,

antigénicos. A
determinadas proteinas condiz com
nou 3 determinantes imunog

proteina
icidade para 0 desenvolvimen

diversas propriedades da proteina Bm86 foram exploradas para a produgéo
dos pe o a capacidade antigénica (HOOP & WQODS,
1981), folha beta pregueada (CHOW & FASSMAN, 1978), propriedades
hidrofilicas € hidrofébicas (KYTE & DOOLITTLE, 1982). Iniciaimente, uma

seqiiéncia consenso (PxKS) fo proteina Bm86,
esta proteina.

imunogen

ptideos sintéticos, tal com

i determinada e alinhada com a

sendo um provavel epitopo d

protéicos pode ser relacionada com a seleg&o

go de que estes aminoécidos poderiam ser

dos peptideos pelo paratopo (CORTESE et
ideos independestes

A presenca dos motivos

a favor do ligante, pela indica¢

cruciais para 0 reconhecimento

al.,1995). O motivo (NxxxKxxL) & constituido por pept
ma vez e tambem representado em 65% dos fagos

otivos (N,K,L,T,P,D,K,S)
parados na tabela 4,

representados mais de U

scidos presentes nestes 2 m

sequenciados. Os amino

ancia esperada quando com

ntando frequéncia superior frente aos
ncias consenso. Além disso,

foram acima da frequ
a lisina, aprese

esente nos 2 grupos de sequé
[tamente hidrofilicos indicam

especialmente para

demais, € estando pr
na e treonina, por serem a

os aminoacidos seri
epitopos  Ou

constituidos €M mimetopos selecionados

estarem
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_ As analises para predigéo de antigenicidade

(MANOUTCHARIAN et al., 1999)
regides antigénicas nos

éncias TPD ou préximas, como sendo

apontam as seqU
lisado na tabela 3.

peptideos observados, como foi ana

As seqliéncias consenso obtidas alinharam com algumas proteinas do

o. Em virtude da representagéo conservada em determinadas regioes
motivos poderiam representar importantes

uos dos antigenos (CORTESE et al., 1995,

carrapat
ao longo dos peptideos, 0S

epitopos continuos ou descontin
YANG & SHIUIAN, 2003). Possiveis
(NooxxKxxL), @ Calreticulina apresentou homologia pela sequéncia

(NYKGKNHL). Esta é uma proteina envolvida em multiplas fungoes celulares e
possivelmente, com atuagéo na mo

dulagéo do sistema imune do parasita com
o hospedeiro (FERREIRA et al., 2002a). O mesmo motivo, apresentou
similaridade com & glutationa S iransferase na sequéncia NEKTKLGL e com o

e associagdo a proteina G pela NYAQKRTL, sendo proteinas
do estudos de sensibilizagdo com estas

antigenos relacionados para 0 motivo

receptor d

funcionalmente importantes € sugerin

proteinas.
odem conter determinantes antigénicos

Proteinas identificadas P
tas, a glicoproteina

homologos ao motivo TPDKS. Entre as proteinas descri
Bm86 (GARCIA—GARCIA et al.,2000), a proteina Bm 95 (GARCIA-GARCIA et
al., 2000), Precursor da proteina GP80 (TELLAM, 2002), precursor de
calreticulina (FERRE|RA et al., 2002), antigeno B de membrana (WILLADSEN,
FERREIRA et al., 2002b), precursor de proteinase do tipo
2000) todas provavelmente compartilhando
s e talvez entre as proteinas. As

1997), paramiosina (
catepsina (RENARD et al,

similaridades antigénicas, entre os motivo
50 CYP319A1 (HE et al.,2002), o peptideo receptor do tipo

2000), e a proteinase aspartatica ligante do

proteinas pouco conhecidas no ponto de
s com estas

proteinas P4
leucoquinina (HOLMES et al,
heme (SORGINE et al , 2000), sdo
vista imunolégico em B. microplus € sugerindo mais estudo
teinas. Assim, cada sequéncia homologa do peptideo selecionado com a
a representar um epitopo linear ou parte de um
Desta forma, 0S peptideos obtidos por
ferecem subsidios para

pro
proteina identificada poderi

grande determinante antigénico.

imunoafinidade contendo 0S motivos identificados O

mente NoS animais para verificagéo da capacidade de

serem testados direta
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ARG

e Gl I e e R T

desenvolvimento da imunogenicidade.

Segundo SMOTHRES et al., (2002), epitopos lineares cognatos de

ser localizados pelo alinha
“phage display” com a sequéncia de

anticorpos  podem mento das seqiéncias

selecionadas por biblioteca de
aminoacidos deduzidas do antigeno original. Parece plausivel que em fungéo
e motivos protéicos, prevalé
génicas, € alinhamento com
erem reconhecidos pelos anticorpos antiproteinas do
ficados por afinidade contra as proteinas do

da presenca d ncia de alguns peptideos detentores

de propriedades anti
carrapatos, 0S peptideos S
carrapato. Sendo as IgYs puri
usca direta dos peptideos
o com reconhecimento multi

ontendo homologia com as p
Imente aos epitopos lineares das proteinas

proteinas conhecidas de

selecionados no banco de dados torna-
especifico & pressupbe-se que
roteinas do B. microplus

carrapato, ab
se plausivel, mesm
seqiiéncias peptidicas C
correspondam total ou parcia

a inexisténcia de homologia poderia sugerir novos produtos

descritas €

génicos.

Outra questao, & a ocorréncia de ambiguidade nos alinhamentos

endo ser em fungdo d
géo e multiplos alvos protéicos serem utilizados como "

existéncia de reatividade cruzada. E provavel que
ligantes aos anticorpos

descritos, pod a natureza policlonal dos anticorpos

utilizados para @ sele
imunégeno ocasionando a
mo peptideo contenh
roduzidos em galinha
ossuir diferentes epitop

é suportado pelo pouco num
os cristalograficos do complexo antigeno-

am contato direto com 14-22 AA e
uéncias lineares variando de

a diferentes sitios

um mes
s. Da mesma forma, uma proteina

anticarrapato P
antigénica poderia P
peptideos selecionados. Isto
os, revelados por estud
ndo que anticorpos form
e ligagdo do antigeno, s€q
do o estudo, cada anticorp
guéncias em funcdo de div
a em fungéo do equilibrio
esmo reatividade cruzada,

as com multiplos

os equivalentes a distintos
ero de AA constituinte

dos epitop
anticorpo mostra
constituindo a regido d

2.5 AA (SZECS, 1999). Segun
ptideos de diferentes s€

a conformagao adotad
a de ambiguidade, ou m
senvolvimento de vacin

2004).

o foi capaz de reagir .
com varios pe ersos fatores

relevantes €OMoO
termodinamico. A ocorrénci
poderia Ser benéfico para O de
epitopos (MANOUTCHARIAN et al.,
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LAST pode néo apresentar todos

A comparagdo simplesmente pelo B

aos anticorpos quando s&o util
alinhamento pelas estruturas prim
cos poderiam ocorrer em casos de

izadas apenas as sequéncias

os ligantes
4rias das proteinas).

lineares dos peptideos (
As redundancias € altos sinais imunoquimi
sobreposigdo dos anticorpos ligantes nos epitopos (DYBWAD et al., 1993,
FOLGORI et al, 1994). Somente um limitado numero de trabalhos tem sidc;
para a determinagéo dos diferentes grupos de epitopos que s@o

pela selegéo de preparagées
0, 1994).

publicados

identificados
(KAY 1993, ROBERTS et al.,1993; R

de anticorpos policlonais purificados

Do ponto de vista para 0 desenvolvimento de vacina , usando

anticorpos PO r epitopos lineares, poderiam ser
s epitopos ou antigenos cruciais responsaveis pela produgdo de
une nNO hospedeiro, ou ainda a identificagdo de epitopos
conservados em um organismo especifico. Além disso, pela utilizagdo de
bibliotecas de peptideos é possivel a identificagdo de epitopos descontinuos

ou seja, compostos de residuos distantes na
mento da cadeia polipeptidica (LUZZAGO, 1993). Foi sugerido que

uma maioridade de anticorpos reconhece e liga-seé @ epitopos descontinuos

(DAVIES, 1990). A|ternativamente, desde

contendo pouca semelhanga com @ seq

experimentos (MCCONNELL et al.,1994), podemos pressupor que alguns dos
s de antigenos naturais, em vista da

liclonais para seleciona

discriminado
resposta Im

sequéncia que sdo aproximados

pelo enovela

que € possivel encontrar seqiiéncias
géncia inicial (mimetopos) nos

peptideos obtidos poderiam ser mimetopo
homologia aparente com
e testes imunolégicos pa

ficativas que determinad

proteinas do parasita, havendo a

auséncia de
a, tendo

ra confirmagao. Dessa form

necessidade d
ntigenos

as proteinas poderiam ser a

ges no que diz respeito as proteinas
0s com

evidéncias signi

aria acrescentar informag

usuais, possibilit
roteinas nativas relacionad

tos neste estudo poderiam
s como

u mesmo 0 isolamento de p
s descri
50 conhecidas relacionada
rtante.

recombinantes 0
o. Finalmente, peptideo

o carrapato bovin
ndan

m outras proteinas ai

estar presentes
que poderiam assumir um

carrapato bovino € papel imunolégico impo

ade € a sensibilidade dos

Estudos adicionais sobre @ especificid

e estudo estao sendo rea

gbes com 0S peptideos

lizados. Desta forma, testes

peptideos obtidos nest
fusionados nosS fagos s&@o

preliminares de imuniza
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determinagdo da produgdo de resposta imune cruzada

imprescindiveis para a
as proteinas do carrapato bovino para a obtengéo de

dos peptideos contra

peptideos candidatos a vacinas.
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CONCLUSAO
o O processo de selegdo de

ser eficiente pela obtengéo

peptideos por “Phage display” apresentou
de sequéncias CONSeNso a partir de

anticorpos policlonais.

s apresentaram alinhamentos similares  com

o Os peptideos obtido
ntigénicas deste parasita.

¢ao de um conjunto de peptideos
topos especificos prontos para serem
acina poliimunogénica

diversas proteinas a
para a formagao

« Foi possivel a obten

de um banco de peptideos epi
ntigenos candidatos em umaVv

s adicionais s&o necessarios
sultados poderiam colaborar na

mimetizam epitopos naturais

testados como a
para determinar a

e Embora estudo
efetividade dos peptideos obtidos, 0s ré

definigéo de sequiéncias antigénicas que
do carrapato bovino Boophilus microplus.
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GALINHAS PARA A DETECCAO DE

PRODUCAO DE SOROS POLICLONAIS EM
VINO (Boophilus microplus).

ANTIGENOS DO CARRAPATO BO
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RESUMO

s com proteinas totais. extraidas de larvas do carrapato bovino
a produgdo de soro policlonal. A triagem foi monitorada por ELISA
o de titulo satisfatorio, as

téico. Apds obtengd
imunoglobulinas de galinha (1Y) foram precipitadas por sulfato de aménio € cromatografadas
das parcialmente quanto a

em colunas de troca 10n1 i globulinas foram caracteriza
pureza € funcionabilidade pelas técnicas SDS-PAGE ¢ Western Blotting, respectivamente. 0
Processo de purificagdo de im i linhas apresentou €T eficiente

unoglobulinas a partit do soro de ga
¢ os anticorpos policlonais foram funcionalmente ativos quanto ao reconhecimento  dos
antigenos totais de Boophilus m

Galinhas foram imunizada

Boophilus microplus. para
durante o periodo das injegdes de extrato pro

icroplus.

PALAVRAS-CHAVE:! Purificagio de Imunoglobulina, Soro de Galinha, Carrapato bovino.

ABSTRACT

RODUCTION IN CHICKENS FOR ANTIGEN PETECTION
microplus). To produce polyclonal sera, chickens were
Jarvae. Tittering

ted from cattle tick Boophilus microplus
njections. After obtaining a satisfactory titer,

POLYCLONAL SERA P
OF BOVINE TICKS (Boophilus

immunized with total proteins extrac

was carried out by ELISA during protein extracts i
chicken’s immunog - ted with ammonium sulfate and loaded onto an

lobulins (IgY) were precipitat
anion exchange chromatography. Jmmunoglobulins were partially examined for purity and
activity through SDS-PAGE and Western Blotting analyses, respectively. The Immunoglobulin
purification assay on chicken sera Wwas efficient and polyclonal antibodies raised were
functionally active and able to recognize Boophilus microplus total antigens.

Purification, Chicken sera, Cattle tick

KEY WORDS: [mmunoglobulin
t&m sido usadas com Succ

INTRODUCAO ‘ s ¢
Métodos de investigagdes estudos jmunoldgicos © clinico
imunoquimicos atilizando anticorpos podem finalidade de diagnostico € tratamento
ser usados na identificagdo, quantificagdo ¢ (SCHADE ef al., 1997). ‘ _
enriquecimento de proteinas especificas. Recentemente tem.51do sugen@a a
Coclhos, camundongos, O grandes utilizagdo de imunoglqbulma de gahnha
mumente empregados para IgY) para pesquisas proteomicas,
denominada  JgY tecnology

metodologia

mamiferos sdo cO
(ZHANG, 2003

a produgdo de soro hiperimune po
monoclonal. Estas imunoglobulinas

liclonal ou

(IgGs) ). Existem algumas vantagens
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nologia, sendo as IgYs
capazes de apresentar alta afinidadc ¢ titulos

persistentes (LEMAMY el al., 1999,

produgdo de resposta imunc a antigenos

conservados em mamiferos ¢ produgdo maior
e cm escala, tendo como fontes dos
anticorpos 0 soro ¢ 0S ovos (GASSMANN ef
al, 1990). Diferengas bioquimicas ¢
marcantes como a nao
ligagdo de receptores Fc de bactérias €
mamiferos (proteinas A ou G) (BARKAS el
al., 1979), auséncia de reagdo com IgGs de
mamiferos (HADGE é! al., 1984) e fatores do
complemento (CARLANDER et al., 2000),
possuir grande afinidade (IKEMORI €l al.,
1993) e avidicidade (STUART et al., 1988),
resisténcia a pH extremo (LEE et al., 2002) ¢
temperatura (JENSENIUS et al., 1988), motivo
pela qual tém sido usadas eficientemente em
analises imunologicas (SCHADE éf al., 1996).

A fusdo de proteinas em fagos

filamentosos Phage display, tem permitido a
jo0 de bibliotecas imunes dertvadas

na utilizagdo desta tcc

imunologicas sdo

construg

dos genes de anticorpos de aves (BARBAS ef

al., 2001). Nosso grupo, tem utilizado
RNAm para

galinhas na produgdo de
amplificagdo de genes de anticorpos Via
Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) com
o objetivo de construir  bibliotecas
combinatoriais, ou também como fonte de
anticorpos policlonais  para selegdo  de

peptideos especificos.
O presente trabalho teve como

propdsito analisar a resposta jmune de
das com extralo protéico

galinhas imuniza

total de larvas do carrapato bovino Boophilus

microplus, ~purificar  as imunoglobulinas
verificar O

cspecificas  do  sOTO €
reconhecimento dos anticorpos de galinhas.

MATERIAL E METODOS
Protcinas totais foram extraidas de

larvas de B. microplus por maceragdo cm
nitrogénio liquido € acrescentado éter etilico
durantc 18 horas. Foi adicionado tampdo de
extragdo 1o macerado € centrifugado. 0]

sobrenadante  foi colhido ¢ dialisado
extensivamente €m salina, quantiﬁcado €
or SDS-PAGE

verificado o perfil protéico P

(10%).
Foram  utilizadas para 2

imunizagdo, galinhas de trés semanas de
idade, da raga White-Leghorn. O esquemd de
imunizagdo fol 0 descrito por BARBAS et al.

(2001), com algumas modificagdes, sendo a
primeira dose de 200 pg/mL ¢ as trés doses
subsegiientes  dc 100 pg/ml por via

intramuscular em intervalos dc 14 dias para
cada dose. A primeira  dose continha
adjuvante completo  de Freund (Sigma
Chemical Co, USA) e as doses subseqiientes
adjuvante incompleto de Freund (Sigma). Os
animais imunizados foram sangrados a partir
da terceira dose € avaliados quanto @
produgdo de anticorpos pelo método ELISA.
Para o Ensaio [munoenzimatico
(ELISA), placas de microtitulagdo de alta
afinidade (NUNC) foram sensibilizadas
com 10 pg/ml de proteinas totais de-
carrapato, diluida em tampdo carbonato/
bicarbonato, durante toda a noite a 4°C.
Em seguida, as placas foram bloqueadas
com bloto 5%, para adigio das amostras
de soro das galinhas antes © apds as
imunizagdes € incubadas por 60 minutos
a 37°C. Apés esse periodo, as placas
foram lavadas € adicionado anticorpos
secundarios (IgG de coelho anti 1gY de
galinhas) diluido em bloto 5%, durante
60 minutos. 0 conjugado
imunoenzimatico [IgG de cabra anti-IgG
de coelho ligado a peroxidase (Sigma)}
foi diluido em bloto 5% e incubado a
37°C por 60 minutos. A ligagdo
especifica foi revelada pela adigdo de
substrato enzimatico contendo  ©-
fenilenodiamino (OPD). Apoés 15
minutos, a reagdo foi interrompida com
4cido sulfurico a 6N e efetuada a leitura a
492 nm em leitor de microplaca (Flow

Titertek Multiskan Plus - USA).

O sangue foi coletado para
policlonal. As IgYs foram
pitagdo com solugdo
saturada de sulfato de amdnio (100%) ¢
posteriormente 2 40% ¢ dialisadas
extensivamente  cm salina. Realizou-s¢ a
cromatografia em DEAE-Sephacel (tampdo

0,02M Tris-HC1, pH 4,5) no qual as fragoes
foram liofilizadas €

contendo  18Y

armazenadas a 4°C.
Para averiguar a qualidade das

amostras dc Ig¥Ys purificadas foi utilizado

SDS-PAGE (16%). O tampdo da amostra

continha 1% SDS, 1% Tris pH 6.8,

obtengdo de soro
obtidas  pela preci
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bromophenol blue a 0,02% ¢ 20% glycerol,
dutores. A corrida

contendo ou ndo agentes I¢
de cletroforese foi realizad
ambiente com tampdo superior 0,1M tris,
0,1M Tricina € SpDS 1% ¢ com tampao
inferior 0,2 M tris-HCL, pH 89, até a saida
dos indicadores, com voltagem de 100V.
Apos a corrida, © gel de poliacrilamida fot
colocado em uma solugdo de Coomassie-blue
R-250 como corante de proteinas.

Para a andlisc de Western Blotting,
realizou-se a eletroforese das proteinas totais
de carrapato (SDS-PAGE, 16%) ¢ a
eletrotransferéncia das proteinas do gel em
membrana de nitrocelutose (NC, Sigma) de
acordo com as técnicas  descritas  por

SAMBROOK, et al. (1989), com algumas

modificagdes. A membrana de nitrocelulose
9, e incubada com

foi bloqueada por bloto 3
0s anticorpos purificados (IgY) diluidos em
bloto 5% durante toda a noite a °C.
Anticorpos de coelhos anti 1gY diluidos em
bloto 5% foram incubados em temperatura
ambiente durante duas horas. Por fim,
anticorpos de cabra anti IgGs de coelhos

fosfatase alcalina foram

marcados com @
incubados durante 2 horas em temperatura

e ¢ a reatividade especifica foi

a em temperatura

RESULTADOS E DISCUSSAO
Foram cxtraidas proteinas totais de
larvas de B. microplus como imundgenos
a produgdo de anticorpos policlonais de
galinhas (IgY). As proteinas totais extraidas €
observadas em gel de acrilamida em SDS-
PAGE mantiveram-s¢ preservadas, 0 que
permitiu a imunizagdo das galinhas.
Todos ©Os animais imunizados
desenvolveram anticorpos reativos a muitas
frag0es antigénicas do extrato protéico de B.
microplus, em contrastc com ©S animais
controles € reagdes negativas antes das
imunizagdes  (Fig.1)- Estes resultados

condizem com & capacidade das aves

produzirem anticorpos com alta afinidade,
téncia da resposta

alto titulo e grande persis

imune para proteinas de Dbactérias ¢
mamiferos (LEMAMY et al, 1999). Isto
provavelmente  S¢ deve ao fato do B
microplus ndo ser um ectoparasita natural de
galinhas. A grande distancia evolucionaria
existente entre aves € artrépodes € um fator
contribuidor, assim COMO o fato de que em
aves O mecanismo de produgéo de anticorpos
se faz por conversdo génica, diferentemente

dos mamiferos, sendo por mutagao somatica.

ambient
determinada  pela adigdo de substrato
NBT/BCIP.
———GL 01
1y
5‘) 0,9 - —u—SP101
q - 08 — T — 6L 02
[3 0,7 1 ~
_g £ 0,6 - _x—SP102
o 05 —e—CONTROLE
2§ 04
o 0,3 -
s 8] %—*‘
> 0,1 -
0 - r_‘_"_'____'_'__l___r-—,"‘f‘—'__,—__‘
o o o o O o o ©
[=] o o (=] o © [=] [=]
S22 FS885
T Efcizd
Diluigio do soro A
Fig.1-Resultados do ELISA expressados como titulos (Titulo = Diluigio do soro baseado no valor do cut off). s titulos foram acima de
1: 48600. Galinhas (GL1e GL?2), soros pré imunes (SPle SP2)eo controle (PBS).
A andlise dos anticorpos foi nas amostras para a determinagdo das cadeias
determinagio Jeves e pesadas. Foi verificada a presenga de
de aproximadamente 180

verificada em SDS-PAGE para
da purcza. A figura 2 mostra um padrdo de
cletroforese das preparagdes comparadas com
soro total ¢ também com um padrdo de
purificagdo rotineiro para I1gGs de coethos em
nosso  laboratorio. Foram utilizadas

condigdes redutoras (DTT) ¢ ndo redutoras

uma banda forte
soro correspondente a0 peso

molecular da 1gY. Sob condigdes redutoras
com DTT, ocorreu @ presenca de uma banda
com peso molecular de aproximadamente 66
kDa, sendo a cadeia pesada do anticorpo ¢

kDa no
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menores correspondentes - 3
Da, sendo a cadeia

demonstrar @ boa
ficagio dos anticorpos
por Sulfato de amonio associada com
posterior cromatografia de  troca iénica.
Possivelmente, 1St SC deve a caracteristica
hidrofobica das IgYs (ZHANG, 2003) ¢ ponto
isoelétrico distinto das principais proteinas
do soro (HADGE. D. & AMBROSIUS. 1984).

duas bandas
aproximadamente 28 k
leve. Foi possivel
scletividade na puri

&8 —
e N ‘
——
“ — - — 66 kDa
<«md
x,
28 kDa
w—
A B C D E F

2 - SDS-PAGE (Gel 16%) Preparagdes de IgY obtidas por
ipitaga slfato de aménio © cromatografadas em

jca. Linha A - amostra de soro total de

galinhas, linha B - Fragio de IgY obtida do void , linha C —
IgG de coclho purificada, linas D ¢ E — amostras BeC
reduzidas por DIT, demonstrando a presened das cadeias
pesadas € leves de ambas 08 anticorpos, linha F — Marcador de

batxo peso molecular (Sigma)-

para verificar a sensibilidade dos
anticorpos policlonais, foi realizado um
experimento de Western blotling (Fig.3). Os
resultados  mostraram reagbes contra  as
principais proteinas. No extrato de larvas
foram identificadas b
protcinas de menor peso molecular, bem
como bandas fortes com massas moleculares
maiores. No  entanto, mais analises
deverdio ser realizadas para S demonstrar
com clareza quais epitopos estdo se
ligando 20s anticorpos obtidos e, desse
modo, poderem ser utilizados na pesquisa

andas fracas para S

de peptideos vacinais.

(SDS—PAGE 16%) para proteinas de
diferentes diluigbes dos
ro de galinhas 1gY).

Fig. 3: Western blot
larvas de carrapatos incubadas com
anticorpos policlonais purificados de so

CONCLUSAO

Pela analise da resposta imune em
galinhas ijmunizadas com o extrato protéico
bruto de B microplus,  fol possivel
demonstrar neste trabalho, a capacidade de se

utilizar galinhas como fonte produtora de
anticorpos policlonais, tendo ©Os animais
apresentados altos titulos, a purificagdo
ticorpos funcionalmente

eficiente € o0s an
ativos. Isto permite 2 continuidade  dos

trabalhos para 0 desenvolvimento ¢ utilizagdo
de bibliotecas de Phage display.

AGRADECIMENTOS

Ao Instituto Valleé SA, pelo
fornecimento da cepp2 mozo de
microplus, das galinhas e instalagdes para

as imunizagdes.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

BARBAS, C.F; BURTON, D.R; SCOTT,
JK: SILVERMAN, G.J. Phage Display.
A laboratory manual. New York: Cold
Spring Harbor Laboratory Press, 2001.
p.8.4-8.7.

BARKAS, T. & WATSON, C.M. Induction
of an Fc conformational change by binding

of antigen: the generation of protein A-

reactive sites in chicken jmmunoglobulin.
57-561, 1979.

Immunology, v-36, p.5
al.  Peroral

CARLANDER, D et
immunotherapy with yolk antibodies for

the prevention and treatment of enteric

infections. Immunol. Res., v.2l, p.1-6,
2000.

GASSMANN, M. et al. Efficient production
of chicken egg yolk antibodies against a
conserved mammalian protein. FASEB J.,
v. 4, p.2528-2532, 1990.

HADGE, D. & AMBROSIUS, H. Evolution

of low molecular weight ijmmunoglobulins

_ IV. IgY-like immunoglobulins of birds,
reptiles and amphibians, precursors of
mammalian IgA. Mol. Immunol., v.21,
p.699-707, 1984.
[KEMORI, Y. ef al.
chicken yolk antibodie
Escherichia coli fimbriae.
p.2361-2365, 1993.
JENSENIUS, J.C. et al. Eg
packaged antibodies.

Rescarch note: avidity of
s to enterotoxigenic
Poult. Sci., v.72,

gs: conveniently
Methods ~ for

76



UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
BIBLIOTFCA

purification of yolk 1gG. J. Immunol.
Methods. v.46, p.63-68, 1981.

LEE, K.A. et al. Acid stability of anti-
Helicobacter pyroli 1gY inaqueous polyol
solution. J. Biochem. Mol. Biol., v.35,
p.488-493, 2002.

LEMAMY, GlJ. et al High-affinity
antibodies from hen’s-egg yolks against
human mannose-6—phosphate/insulin—like
growth-factor-IIreceptor (M6P/IGFII-R):
characterization and potential  use in
clinical cancer studies. Int. J. Cancer, v.80,

p.896-902, 1999.

SAMBROOK, J.; FRITSCH, EF,;
MANIATS, T. Molecular Cloning: a
Jaboratory manual. 2.ed. New York:
Cold Spring Harbor, 1989. p.18.60-
18.75.

SCHADE, R.; HENKLEIN, P.; HLINAK, A.
Egg yolk antibody:state of the art and
advantageous usc in the life sciences. In:
Animal Alternatives, Welfare and Ethics.
Amsterdam: Elsevier, 1997. p.973-981.

SCHADE, R, & HLINAK, A. Egg yolk
antibodics, state of the art and future
prospects. ALTEX, v.13, p.5-9, 1996.

STUART, C.A. et al. High-affinity antibody
from hens’ eggs directed against the human
insulin reccptor and the human IGF1
receptor. Anal. Biochem., v.173, p.142—
150, 1988.

ZHANG, W.W. The use of gene-specific 1gY
antibodies for drug target discovery. Drug
Discovery Today, V.38, n.8, p.364-371,

2003.

77



