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RESUMO GERAL

AVALIAGCAO DA RESPOSTA IMUNOLOGICA A PEPTIDEOS SINTETICOS
MIMETOPOS DE PROTEINAS TOTAIS DE LARVAS DO CARRAPATO
Boophilus microplus (ACARI: IXODIDAE) EM CAMUNDONGOS E
BOVINOS

O carrapato Boophilus microplus é um dos mais importantes artropodes que
parasitam os bovinos, causando grandes prejuizos a pecuaria mundial pelos
seus efeitos diretos e indiretos. A aplicagdo de produtos quimicos é o principal
método de controle deste parasita, mas em fungcado das desvantagens desta
pratica, o uso de vacinas € uma boa alternativa, por serem livres de residuos,
especificas e apresentarem menor possibilidade de desenvolver resisténcia.
Com o objetivo de selecionar peptideos sintéticos expressos no capsideo de
bacteriéfagos phage display produziu-se soro policlonal em galinhas
previamente sensibilizadas com proteinas totais de larvas do carrapato
Boophilus microplus. Os peptideos encontrados em maior freqiéncia e com
maior indice antigénico (bioinformatica e dot blotting com soro de galinha),
foram selecionados para a imunizacdo de camundongos e bovinos. Os dados
iniciais inferirem que os peptideos em fagos induziram resposta imune,
avaliada pelo teste de Elisa, sendo os mais imunogénicos o 2D7
(SNNADYKQSLLL), o 2E6 (VNWNSWHKTNLS), o 2F3 (SIPTYTPDKVTY) e o
2E4 (DAWKMRLSQMYD). As sequéncias selecionadas no presente trabalho
apresentam os motivos protéicos NxxxKxxL (2D7, 2E6 e 2E4) e o motivo
TPDKS (2E4). Estas sequéncias apresentaram similaridades estruturais com
algumas proteinas do carrapato principalmente a calreticulina. Estudos
complementares estdo sendo realizados para caracterizar a sensibilidade e
especificidade aos peptideos selecionados.

Palavras-chave: Peptideos sintéticos, Boophilus microplus, phage display,

calreticulina, bovinos.
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GENERAL ABSTRACT

EVALUATION OF THE IMMUNOLOGIC RESPONSE FROM SYNTHETIC
MIMETIC PEPTIDES OF TOTAL LARVA PROTEINS OF Boophilus
microplus TICK (ACARI: IXODIDAE) IN MICE AND BOVINES

The Boophilus microplus tick is one of the most important arthropods that can
parasitize bovines, causing great damages to the world livestock through direct
and indirect effects. The application of chemical products is the principal
method of controlling this parasite, but in function of the disadvantages of this
practice, the use of vaccines is a good alternative, because they are residue
free, specifics and present smaller possibility to develop resistance. With the
objective of selecting synthetic peptides expressed in the capsid of phage
display bacteriophages, it was produced the serum policlonal in chickens
previously sensitized with total larva proteins of the Boophilus microplus tick.
The peptides found in larger frequency and with larger antigenic index
(bioinformatics and dot blotting with chicken serum) were selected for the
immunization of mice and bovines. The initial data infer that the peptides in
phagos induced immune response, evaluated by Elisa test, and the more
immunogenic are: 2D7 (SNNADYKQSLL), 2E6 (VNWNSWHKTNLS), 2F3
(SIPTYTPDKVTY) and 2E4 (DAWKMRLSQMYD). The sequences selected in
the present work introduce the protean motives NxxxKxxL (2D7, 2E6 and 2E4)
and the motive TPDKS (2E4). These sequences presented structural similarities
with some tick proteins, mainly the calreticulin. Complementary studies are
being accomplished to characterize the sensibility and specificity to the selected

peptides.

Keywords: Synthetic peptides, Boophilus microplus, phage display,

calreticulin, bovines.
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1 — INTRODUGAO GERAL

1.1.1 — Taxionomia do Boophilus microplus

Filo — Arthropoda;

Subfilo — Chelicerata;
Classe — Aracnida;
Subclasse — Acari;

Ordem — Parasitiformes;
Subordem — Metastigmata;
Familia — Ixodidae;
Género — Boophilus.

1.1.2 — Origem

O Boophilus microplus, carrapato que parasita os bovinos, originou-se de
ancestrais que viveram no fundo do mar. O habito alimentar de hematofagismo
também teve inicio quando ainda vivia neste ambiente. A idade do filo
Artropoda, comum a seus ancestrais, € estimada em 400 milhdes de anos.
Posteriormente, os carrapatos tornaram-se parasitas de hospedeiros que vivem
na atmosfera e utilizam o oxigénio através de um sistema respiratorio traqueal
com abertura ao meio exterior denominado estigma respiratério. No entanto,
mantiveram a capacidade de serem muito resistentes a agua e ao sal. Supde-
se que o carrapato pré-historico tenha saido do mar acompanhando seus

hospedeiros e se adaptado aos animais terrestres (GONZALES, 2002).

O registro mais antigo da presenga do carrapato (ARTHUR, 1960) € uma
figura em uma tumba egipcia, datada de 1500 A.C., representando um animal
semelhante a hiena com trés protuberancias no pavilhdo auricular interno. No
ano 77, o carrapato foi citado como hematoéfago por Plinio em sua Historia

Naturalis.



O género Boophilus, palavra que em grego significa “amigo do boi”,
possui trés espécies: B. annulatus, B. microplus e B. decoloratus. O Boophilus
annulatus esta presente na Ameérica do Norte (Estados Unidos e México); o B.
microplus “menor amigo do boi” é encontrado na América Central, América do
Sul, Australia, Oriente, Sul da Flérida, Sul e Este da Africa; e o Boophilus
decoloratus é essencialmente uma espécie africana, distribuindo-se pelo sul e

pelas regides umidas do Saara.

O carrapato B. microplus chegou a América do Sul trazido pelos
colonizadores ibéricos entre os séculos XVI e XVIII (NUNES et al., 1982) e a
sua introducdo no Brasil foi devida & importacdo do gado zebu da Asia
(WALKER, 1987).

1.1.3 — Morfologia: (ARTHUR, 1960) e (NUNES et al., 1982)

Larvas — Apresentam cerca de 500 um de comprimento por 400 um de largura,
forma ligeiramente ovoide e possuem trés pares de patas. Sdo quase
translucidas ao sairem do ovo e sua quitina fica de coloragdo marrom-
avermelhada apods curta exposicdo ao ar. O escudo dorsal cobre o corpo
totalmente. Na face ventral, esta a vesicula excretéria com cristais de guanina

de cor branca no seu interior.

Ninfas — Antes de ingurgitarem, medem aproximadamente 1 mm de
comprimento e possuem tonalidade desde de translucidas (logo apds o
nascimento) até cinza escuro, quando ingurgitadas. Possuem quatro pares de
patas e o hipostdbmio com duas fileiras de trés dentes. Nos dois lados do corpo,

atras da coxa IV aparecem os peritremas. Nao possuem orificio genital.

Machos — Medem cerca de 1,5 a 2,5 mm de comprimento por 1,0 a 1,4 mm de
largura e possuem o corpo oval alongado com coloragdo desde castanho-
amarelada a marrom-avermelhada. Hipostémio curto e largo, porém mais longo
que os palpos, com denticao 4/4 e 7/8 dentes por fila. O escudo cobre quase
todo o idiosoma e apresenta granulagdes e sulcos. Olhos pequenos, quase
inaparentes e de localizagdo antero-lateral. Na face ventral ha cerdas finas e
esbranquicadas. Abertura genital localizada ao nivel da coxa Il e a anal no

terco posterior entre a coxa IV e a extremidade posterior. As placas adanais
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sdo longas e providas de cerdas. Escapula triangular e bem delimitada. As
patas sdo de comprimento moderadas, mais compactas que nas fémeas, com
numerosas cerdas finas e esbranqui¢cadas. O peritrema é quase circular, mais
proximo da coxa IV do que da extremidade posterior. Apresenta apéndice

caudal.

Fémeas — Antes de ingurgitar medem de 1,9 a 2,5 mm de comprimento por 1,1
a 1,6 mm e chegam a atingir 13 mm de comprimento por 8 mm de largura,
quando totalmente ingurgitadas. Hipostdmio curto, largo, longo que os palpos,
com denticao hipostomal 4/4 e 7/8 dentes por fila. Escudo de tamanho variavel,
com 0,42 a 0,56 mm de comprimento por 0,35 a 0,49 mm de largura, de
coloragcédo castanha bem clara a castanha escura. Olhos na margem escutal,
delimitando-a, de cada lado, em regides antero-lateral e pdstero-lateral. Os
sulcos cervicais presentes no escudo sdo longos e pouco profundos. A
abertura genital esta na face ventral, localizada ao nivel da coxa Il e a anal no
terco posterior. Peritrema é quase circular, mais préximo da coxa IV do que da

extremidade posterior. Possuem oito patas longas e fortes.

1.1.4 — Hospedeiros

O principal hospedeiro do B. microplus € o bovino, mas outros animais
podem ser parasitados, entre eles bufalos, jumentos, burros, ovinos, caprinos,
cao, gato, porco, veado, onga, preguica, canguru, coelho e cervideos. Nestes
animais, com excecao do bovino, os carrapatos nao conseguem atingir o
estagio adulto, em funcdo de fatores imunitarios que promovem grande

mortalidade, principalmente das larvas (RIEK, 1959).

1.1.5 — Distribuigao geografica

O B. microplus distribui-se geograficamente entre os paralelos 32°N e
32°S, com alguns focos até 35°N e S (WHARTON, 1974).

No Brasil, o carrapato B. microplus é encontrado nos 26 estados, em
95,6% dos municipios (TEIXEIRA LEITE et al., 1991) e em 66,04% destes,
durante os doze meses do ano. Em fungdo das condi¢des climaticas, as
regides de maior incidéncia do carrapato s&o sul, sudeste e centro-oeste
(HORN e ARTECHE, 1984).



1.1.6 — Ciclo de vida

O carrapato B. microplus € um parasita monoxeno, ou seja, realiza suas
mudas ou metamorfoses em um unico hospedeiro. Seu ciclo de vida pode ser
subdividido em duas fases: fase parasitaria e fase nao parasitaria (GONZALES,
1975)

A fase parasitaria praticamente néo sofre influéncia das variagbes do
tempo em determinada regido climatica, com excec¢éo de pequena elevacgéo do
periodo parasitario, em decorréncia do aumento do fotoperiodo nos meses de
verao. A constante disponibilidade de alimento e o equilibrio da temperatura do
hospedeiro favorecem a pequena variabilidade no periodo parasitario, o qual
ocorre, na média, em 22 dias (FURLONG et al., 2004). A fase parasitaria inicia-
se com a fixagdo das larvas no hospedeiro susceptivel e termina quando os
adultos, incluidas as fémeas fecundadas e ingurgitadas chamadas de
teledginas, caem desse hospedeiro. No corpo do hospedeiro as larvas atingem
todas as regides do corpo do animal, fixando-se preferencialmente na coxa
base da cauda, em torno do anus, vulva, virilha, axila, ubere, peito, tabua do
pescogo e face interna da orelha (VERISSIMO, 1987). Segundo Doube e Kemp
(1979), a temperatura da pele do bovino influéncia na fixagdo e sobrevivéncia
das larvas, e verificaram a tendéncia das mesmas em se acumularem nas
regides do corpo do hospedeiro onde a temperatura cutadnea esta entre 31°C e
38°C.

As larvas apo6s a fixagdo, que consiste na penetragcdo mecanica do
hipostdmio na epiderme, se alimentam de plasma e linfa e quando ingurgitadas
iniciam a metamorfose para ninfa, fase esta denominada metalarva. A ninfa
volta a fixar-se em local proximo ao estagio anterior e se alimenta de linfa,
plasma e sangue e inicia a metamorfose para outro instar, recebendo o nome
de metaninfa. As metaninfas podem liberar machos (neandros), que se
queratinizam e adquirem mobilidade se transformando em gonandros. Os
gonandros estao aptos para irem ao encontro das fémeas e fecunda-las. Os
machos se alimentam de sangue e permanecem no corpo do bovino por dois
ciclos acasalando-se com varias fémeas. As metaninfas que liberam fémeas

(nedginas) se fixam novamente e iniciam o repasto sanguineo. O acasalamento



ocorre a partir do 17° dia da infestagdo (LONDT e ARTHUR, 1975). A fémea
parcialmente ingurgitada chama-se partenogina e a ingurgitada apos a copula,
teledgina (PEREIRA, 1980). A teledgina chega a ingerir em torno de 3 mL de

sangue durante a fase parasitaria.

A fase nao parasitaria € muito influenciada pelas condi¢des climaticas e
ambientais. Essa fase comeca quando a fémea fecundada e ingurgitada
desprende-se do hospedeiro e no solo procura um ambiente favoravel para
fazer a postura. O periodo entre a queda da teledgina e o inicio da postura é de
aproximadamente trés dias. O periodo de postura tem duracao média de 15 a
17 dias, a temperatura de 27°C e umidade relativa do ar superior a 80%
(GONZALES et al., 1975). A quantidade de ovos postos por uma fémea é
proporcional ao peso alcangcado por ela, o qual € uma consequéncia da
quantidade de sangue ingerido (DIEHL et al., 1982). Rocha et al. (1985)
verificaram uma relagao de 8,5 ovos para cada miligrama de peso da teledgina.
O numero maximo de ovos postos por uma fémea variou de 2.631 a 7.759. A
fémea do B. microplus ao realizar a postura, passa cada ovo por uma glandula
(6rgao de Gené), cuja secregao ceracea tem a propriedade de impermeabiliza-
los e aglutina-los em massa compacta (FORTES, 1987). A fémea ap0s finalizar
a oviposicao € denominada quendgina. A fase de incubagao dos ovos varia de
15 dias no verao a 55 dias no inverno (LEGG, 1930). A larva ao eclodir, precisa
de um periodo de quatro a seis dias para estar apta a infestar o animal,
estimulada pela luz (WILKINSON, 1953), odor, calor, vibragdes e concentragcao
de CO; . O tipo de pastagem, cespitoso ou estolonifero, na qual se encontra a
larva, influencia na sua sobrevivéncia. O capim-gordura (Mellinis minutiflora)
tem propriedades de antibiose (mata a larva) e antixenose (repele a larva)
(FARIAS et al., 1986). A longevidade larval registrada por Hithcock (1955) a
22°C e 90% de umidade foi de 240 dias.

1.1.7 — Prejuizos econémicos

O B. microplus causa, principalmente, no rebanho leiteiro nacional, que é
cerca de 25 milhdes de cabecas e formado predominantemente de racgas
européias, com destaque para a raca Holandesa, uma diminui¢gdo na producao
de leite de 10 a 15%, dependendo do grau de infestagcdo (GRISI et al., 2002).



Levando-se em consideragao uma producao de 19,7 bilhdes de litros de leite
por ano (IBGE, 2000), pode-se estimar prejuizos em torno de 200 milhdes de

ddlares.

Baseado nas informacgdes fornecidas pelas Secretarias de Agricultura nos
estados brasileiros, Horn e Arteche (1984) estimaram os seguintes prejuizos
causados pelos B. microplus, que chegavam a US$ 968 milhdes: 1,2% devido
a mortalidade, a diminuicdo do ganho de peso (6 kg/animal/ano), efeitos sobre
0 couro, gastos com carrapaticidas, diminuicdo da producao de leite (1,5
bilhdes de litro). Grisi et al. (2002) estimaram que, em fung¢do do crescimento
do rebanho bovino de 76 milhées de cabegas em 1983 para 169 milhdes em
2000, estas perdas poderiam ultrapassar os dois bilhdes de délares. Os
prejuizos, considerando apenas o setor de couros, sdo de mais de R$ 500

milhdées por ano, decorrentes das lesdes na pele causadas pelo carrapato.

O carrapato B. microplus também causa prejuizos por ser um importante
transmissor de hemoparasitoses: Anaplasma sp (rickettsia) e Babesia spp
(protozoario). Estes dois hemoparasitas sao responsaveis pela tristeza

parasitaria bovina.

1.1.8 — Resisténcia dos bovinos ao carrapato

Os artrépodes, ao parasitar o animal, injetam saliva que contém antigenos
indutores de resposta imune. Estes antigenos estimulam trés tipos diferentes
de resposta imune: resposta do tipo Th1; resposta do tipo Th1 associada com a
producdo de anticorpos IgG e infiltrado de basdfilos; resposta Th2 com
producao de IgE e hipersensibilidade do tipo 1. Cada um destes trés tipos de
respostas pode modificar a pele do animal e prejudicar a alimentagdo do
parasita. A saliva do carrapato reduz a funcdo do macrofago e é
imunossupressiva (TIZARD, 2000).

Existem diferencas entre as espécies e dentro da mesma espécie quanto
a resisténcia dos hospedeiros ao carrapato. No caso dos bovinos, dentro da
mesma espécie, 0s animais das ragas taurinas (européias) sao mais

susceptiveis as infestagdes pelo B. microplus que o0s animais das racas



zebuinas (indianas). Dentro das ragas européias a raga mais resistente aos
carrapatos é a Jersey (UTECH et al., 1978).

Em um animal altamente resistente, a proporgao de larvas que consegue
ter sucesso e completar o ciclo € menor que 1% e para um animal susceptivel,
a propor¢ao sobe para cerca de 20% ou mais (WILLADSEN et al., 1977 citado
por VERISSIMO, 1990). Bennett (1975) verificou que durante a fase parasitaria
do B. microplus ocorrem mais perdas nos animais resistentes, tanto de larvas

como de ninfas, principalmente nos periodos que antecedem as mudas.

Moraes (1988) observou que os zebuinos possuiam mais que o dobro de
mastocitos dérmicos por unidade de volume na regido da virilha que os
taurinos. As alteragcbes dérmicas prejudicam a ingestdo de sangue, fazendo
com que o peso das fémeas ingurgitadas seja menor em zebuinos que em
taurinos, e consequentemente, estas teledginas produzem um menor numero
de ovos e larvas. A maior resisténcia dos bovinos zebus nado afetou a

oviposigéo, a embriogénese e a eclosao das larvas.

Outros fatores interferem na resisténcia dos bovinos ao carrapato. A
herdabilidade da resisténcia dos bovinos foi estudada por varios pesquisadores
e variou de 0,006 a 0,39, por diferentes métodos descritos por Wharton et al.
(1970); Madalena et al. (1985); Gomes (1992). Utech et al. (1978) observaram
que a raca influencia na resisténcia do hospedeiro, ao estudarem animais
oriundos do cruzamento entre indianos e europeus, nos quais verificaram que a
resisténcia esta relacionada com a proporcdo de gendtipo zebu, ou seja,
quanto maior o teor deste ultimo, maior a resisténcia. Em um rebanho
composto por B. taurus (5/8) X B. indicus (3/8) Verissimo (1990), considerando
a estacdo do ano, observou que a populagdo de carrapatos diminui muito no
inverno, aumentando significativamente nas estagdes de temperatura mais alta,
com pico no outono. O aumento das infestacbes no verédo estaria ligado ao
estresse provocado pelo calor, e o pico no outono, ao encerramento do
fotoperiodo. Gomes (1992) e Silva (1996) observaram em um rebanho da raga
Gir, que a estagdo do ano de maior infestacdo € o inverno e a de menor é o
verao. Com relagao a idade Gomes (1992) também observou um decréscimo

na resisténcia a partir de trés anos de idade, em fémeas adultas da raga Gir.
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Levando-se em consideragcdo os aspectos nutricionais, Sutherst et al. (1983)
demonstraram que os animais suplementados foram mais resistentes do que
0s nao suplementados independentes de sexo e raga. Com relagdo ao sexo,
Stear et al. (1989) observaram que machos mesticos % Brahman X Vi
Shorthorn foram significativamente mais susceptiveis que as fémeas. Segundo
Silva (1996), a fase do ciclo reprodutivo da fémea interfere no nivel de
susceptibilidade ao carrapato, pois verificou que vacas nao gestantes da ragéo
Gir foram mais resistentes que as vacas gestantes. Oliveira e Alencar (1987)
observaram em um rebanho da raga Canchim, que os animais de pelame mais

claro eram significativamente menos infestados por B. microplus.

Schleger et al. (1976), ao estudar as alteragdes teciduais ocorridas
durante o parasitismo dos bovinos pelo Boophilus microplus, verificaram que o
grau de degranulagao de eosindfilos € maior no local da fixagcdo da larva nos
animais resistentes. De acordo com os mesmos autores, a formacado do
complexo antigeno-anticorpo, fixagcado de complemento e linfocinas € que atrai
os eosindfilos. Ocorre também um grande afluxo de basoéfilos e mastocitos
(WILLADSEN, 1977 citado por VERISSIMO, 1990). Estas células liberam
histamina, que é o principal mediador da resposta inflamatéria, aumentando a
permeabilidade capilar dos vasos sanguineos e a passagem de elementos de
defesa do hospedeiro. As enzimas liberadas pelos eosindfilos atraidos e
degranulados causam lesdo tecidual, evidenciada pela vesicula epidérmica
observada nos hospedeiros e irritagdo local. Estes produtos também sao
téxicos para a larva, impedindo sua alimentagédo ou forcando a migragao para
outro local. A irritacdo também estimula a autolimpeza e a vesicula epidérmica
que se forma sob o local da fixacao facilitando a remocao das larvas. Nas fases
finais do ciclo parasitario ocorre intensa infiltracdo de neutréfilos, atraidos pelos

fatores produzidos pela fixagcao de complemento.

1.1.9 — Tratamento carrapaticida e controle do carrapato

A aplicacdo de carrapaticidas € a principal pratica utilizada pelos
produtores rurais no tratamento e controle dos carrapatos. A constante
utilizacdo dos acaricidas, na maioria das vezes de maneira incorreta, acarreta a

selecdo de cepas resistentes. Os produtos sdo aplicados por pulverizacao,



onde sao utilizados diferentes equipamentos (bomba costal, bomba elétrica),

aspersao e imersao (FURLONG et al., 2004). Os carrapaticidas também podem

ser aplicados pelas vias “pour on” (sobre a linha dorsal do animal) e injetavel.

Os principais grupos quimicos utilizados e os respectivos mecanismos de agéao
séo (SPINOSA et al., 1999):

Organofosforados: atuam por inibigéo irreversivel da acetilcolinesterase,
interferindo na transmisséo nervosa e neuromuscular com consequente

morte do parasita. Podem ser utilizados pelas vias injetavel e topica.

Amidinas: possuem atividade agonista adrenérgica, através da inibicdo da
monoamino oxidase (MAO) e outras enzimas. Causam depressao do

sistema nervoso do parasito. S&o utilizadas topicamente.

Piretroides: agem inibindo o transporte de sdédio e potassio no sistema

nervoso do parasito. Sao utilizados pela via tépica.

Avermectinas e Milbemicinas: potencializam a agao inibidora neuronal
mediada pelo GABA, promovendo hiperpolarizagao do neurdnio e inibindo a
transmissao nervosa. Esse mecanismo de acao seria efetivo em mamiferos,
entretanto demonstrou-se que em insetos existe também a acido desses
compostos em canais de cloro GABA independentes, onde ha aumento na
condutancia da membrana do musculo, pelo bloqueio para a resposta do
acido iboténico, que €& um ativador especifico do portdo-glutamato,
comumente encontrado no inseto. Como consequiéncia, ha um aumento da
permeabilidade da membrana aos ions cloro, resultando em reducao da
resisténcia da membrana celular. Sdo utilizados na forma oral, intra-ruminal,

injetavel e topica.

Benzoilfeniluréia - Fluazuron: sdo inseticidas seletivos que atuam pela
inibicdo da deposicao de quitina. Os artrépodes afetados séo incapazes de
promover a ecdise, perdem hemolinfa, adquirem coloracdo escura,

morrendo devido a desidratagdo. S&o utilizados pela via topica.



e Derivados dos Fenilpirazéis — Fipronil: a molécula Fipronil inibe n&o
competitivamente o GABA, fixando-se no receptor no interior do canal do
cloro, inibindo o fluxo celular dos ions, anulando assim o efeito
neurorregulador do GABA e causando a morte do parasito por

hiperexcitagcdo. A administracao é topica.

Varias sao as formas de controle do carrapato, porém a mais praticada
pelos produtores rurais € aplicacdo de carrapaticidas quando o numero de
teledginas no rebanho é elevado. Isso é feito varias vezes ao ano, e com
diversos tipos de equipamentos. A troca do carrapaticida é feita de forma

frequente e indiscriminada.

Uma forma cientifica de controle estratégico € a realizagdo de tratamentos
baseados no ciclo de vida e na epidemiologia dos carrapatos utilizando
carrapaticidas selecionados pelo biocarrapaticidograma. O sistema estratégico
convencional é realizado com uma série de cinco a seis tratamentos com
carrapaticida de contato em uma determinada época do ano, dependendo da
regido geografica, intervalados de 21 dias, ou trés a quatro aplicagbes de
carrapaticida “pour on”, também carrapaticida de contato, intervaladas de 30
dias. Esse mesmo intervalo de 30 dias é feito com a utilizacdo de produto
injetavel ou “pour on” de lactonas macrociclicas (FURLONG et al., 2004). Apos
a série de tratamentos, os animais terao poucos carrapatos por muitos meses,
e nao precisarao de novas aplicagdes. Tratamentos taticos sdo necessarios
entre as séries de banho, de um ano para o outro, caso 0os animais apresentem
mais de 20 teledginas em um dos lados do corpo. Furlong (1993) recomenda
apenas o tratamento tatico dos animais mais infestados, constituindo assim
uma populagcdo de refugio no sentido de retardar o aparecimento da
resisténcia. Particularidades regionais, determinadas principalmente pelas
condicbes de temperatura, umidade e altitude, além das racas dos animais e
suas susceptibilidades aos agentes da tristeza parasitaria bovina, precisam ser
consideradas e adaptagdes devem ser feitas para se obter sucesso.

Uma forma cientifica de controle € necessaria para que os produtos
quimicos tenham a maior vida util possivel. No Brasil, a primeira constatacao

de resisténcia dos carrapatos aos carrapaticidas foi com relagdo aos
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arsenicais, em 1949. Na década de 50, foi detectada resisténcia aos
organoclorados. O aparecimento da resisténcia dos carrapatos ocorreu
também em outros paises, quase ao mesmo tempo, com diferengas apenas no

momento da constatac&o e publicacdo (GONZALES, 1993).

Entre as décadas de 70 a 90, a resisténcia aos carrapaticidas atualmente
utilizados, organofosforados, amidinas e piretroides, ja estava amplamente
distribuida no Brasil. Em 2000, ja foram publicados os primeiros relatos de

resisténcia aos endectocidas (autor).

A resisténcia dos carrapatos aos carrapaticidas € um fenébmeno de ordem
genética, isto €, se origina e se estabelece ao nivel dos cromossomos do
carrapato. A populacao de carrapatos esta naturalmente dividida com relagao a
acgao dos carrapaticidas em individuos homozigotos resistentes e sensiveis (RR
e SS), e heterozigotos sensiveis (RS) (GONZALES, 1993). Os carrapaticidas,

entre outros fatores, atuam selecionando individuos geneticamente resistentes.

A resisténcia dos carrapatos aos carrapaticidas tem basicamente dois
mecanismos: aumento da taxa de desintoxicagdo ou metabolismo e mudanca

no sitio de a¢ao da droga.

a - Outras formas de controle do carrapato:

Varias formas de controles alternativos tém sido estudadas, principalmente,
com a finalidade de se evitar a presenca de residuos quimicos em produtos de

origem animal destinados ao consumo humano e animal.

a.1 - Controles alternativos

Barros e Evans (1989) verificaram que as espécies de forrageiras para
pastagens Mellinis minutiflora e Brachiaria brizantha possuem propriedades
“anti-carrapato”, através de mecanismos de letalidade e/ou repeléncia. O tipo
de forrageira influencia a sobrevivéncia das larvas nas pastagens, através do
microambiente formado em fungdo do seu modo de crescimento (cespitoso ou
estolonifero) e da presenca de caracteristicas que prejudiquem a larva,

matando-a (antibiose) ou repelindo-a (antixenose).
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Os carrapatos possuem muitos predadores e, entre eles, destaca-se a
garca vaqueira, as galinhas e as formigas, em especial as carnivoras
(GONZALES, 1993).

Brum (1988) verificou que algumas bactérias produzem infecgdes em

teledginas como, por exemplo, a Erwinea sp.

Bittencourt et al. (1996) constataram que isolados tratados do fungo
Beauveria bassiana foram patogénicos para ovos e larvas de B. microplus,
sendo este patdégeno inimigo natural de importancia potencial para ser usado

no controle microbiano desta praga.

Praticas de manejo, tais como selegao de animais resistentes (DAVIS,
1993), rotagdo de pastagens (ELDER et al., 1980), manejo de pastagens entre
diferentes espécies animais (GONZALEZ, 1993), contribuem para o controle

dos carrapatos.

a.2 — Vacinas

Labruna et al. (1999) descrevem que para entender o principio do
funcionamento da vacina contra carrapatos € importante compreender as
reagdes imunolégicas dos hospedeiros aos carrapatos, o que se traduz
bioquimicamente na relacdo parasito-hospedeiro. A interagdo parasito-
hospedeiro é fruto da co-evolugdo ao longo do tempo, na busca constante e
dindmica de um equilibrio, de modo que ambas as populag¢des, hospedeiro e
parasito, possam conviver harmoniosamente na mesma area. Considerando
essa relagcdo como uma “balanca”, em que se tem o carrapato de um lado e o
hospedeiro do outro, ela ira oscilar de acordo com as mudangas ambientais
que tenham efeito direto nos dois fatores, formando a triade epidemioldgica
parasito-hospedeiro-ambiente (RANDOLPH, 1979; MAY, 1983).

No inicio dos estudos das vacinas contra carrapatos, Wikel (1981) e
Ribeiro (1989), considerando o fato do carrapato entrar em contato com o
hospedeiro e se alimentar através do aparelho bucal, fizeram varios
experimentos com antigenos da glandula salivar, com a intengdo de impedir a
alimentagcao, mas isto s6 ocorria quando utilizavam hospedeiro ndo naturais.

Para o bovino, a imunidade adquirida com estes antigenos era semelhante a
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uma primoinfestagdo. Galun (1978), citado por Tellam et al. (1992) , baseado
nestes resultados, sugeriu entdo que bovinos fossem imunizados com
antigenos, que em uma infestagdo natural ndo seriam apresentados ao
hospedeiro, surgindo o conceito de “antigenos ocultos”. Indu¢do de imunidade
foi verificada por Johnston et al. (1986), com a inoculagdo de bovinos com
extrato bruto de B. microplus. Os carrapatos que ingeriram sangue dos
animais imunizados apresentaram lesées no epitélio intestinal, principalmente
nas células digestivas, com consequente extravasamento de hemacias para a
hemolinfa. Um dos antigenos responsaveis por estas lesbées foi purificado e
caracterizado, recebendo a denominacdo de Bm86. Trata-se de uma
glicoproteina de 89 kDa e ponto isoelétrico de 5.1 a 5.6 (WILLADSEN et al.,
1989). Rand et al. (1989) isolaram e caracterizaram o cDNA que codificava a
Bm86. A sequéncia de nucleotideos do cDNA continha 1982 pares de base que
precediam os 650 aminoacidos da Bm86, dos quais 10% eram cisteinas. Esta
sequéncia tinha grande afinidade com o precursor do fator de crescimento
epidérmico e a Bm86 poderia ter alguma fungéo semelhante a este fator s6 que
nas células intestinais. Esta proteina foi clonada e expressada em Escherichia

coli.

A Bm86 esta localizada nas microvilosidades da membrana das células
epiteliais do intestino e pode ter alguma funcédo diretamente relacionada a
pinocitose (GOUGH e KEMP, 1993). Willadsen et al. (1995) verificaram que a
Bm86 esta presente nas larvas, ninfas e adultos, mas os carrapatos adultos

sdo os mais afetados, principalmente as fémeas apds o repasto sanguineo.

A vacina, composta pela Bm86 e adjuvante oleoso, é produzida em larga
escala na Australia, por engenharia genética em E. coli e tem o nome comercial
de TickGard (WILLADSEN et al., 1995). Testes de clonagem em Aspergillus
nidulans ou Aspergillus niger também foram realizados (TURNBULL et al.,
1990).

Rodriguez et al. (1994) clonaram a proteina Bm86 em levedura Pichia
pastoris. A proteina recombinante obtida tem uma pureza maior que 95% e
estudos bioquimicos demostraram que o antigeno é glicosilado na forma de

particulas com aproximadamente 17 a 45 nm de didmetro com grandes
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propriedades imunogénicas. Fémeas ingurgitadas provenientes de animais
vacinados apresentaram danos significantes, como resultado da resposta
imunoldgica. A Bm 86 clonada em Pichia pastoris associada a um adjuvante
oleoso tornou-se a segunda vacina contra carrapatos comercial do mercado,

com o nome comercial de Gavac.

Um novo adjuvante, Vaximax, foi utilizado na composi¢cdo da vacina com
Bm86, comercialmente chamada de TickGard Plus, que possui uma maior
eficacia induzindo a producgao de titulos mais altos de anticorpos (WILLADSEN,
1997).

As vacinas comercialmente disponiveis (TickGard, TickGard Plus na
Australia e Gavac em Cuba), em testes de campo realizados no Brasil,
apresentaram uma eficacia moderada e a necessidade da aplicacao
concomitante de produtos quimicos. Para se obter ainda certa eficacia das
vacinas sao fundamentais associar também praticas de manejo que favoregam

a descontaminacéo das pastagens.

Vérios antigenos estdo sendo estudados, na tentativa de desenvolver

uma vacina de melhor eficacia, talvez até uma vacina poli-antigénica.

Riding et al. (1994) purificaram e caracterizaram uma proteina de
membrana denominada Bm91. Esta proteina glicosilada localiza-se na
glandular salivar e intestino dos carrapatos, tem peso molecular de 86 kDa e PI
entre 4.8 e 5.2. A sequéncia parcial de aminoacidos mostra similaridades com
a enzima conversora de angiotensina dos mamiferos, sugerindo que este
antigenos possam ter fungdo enzimatica. Em ensaios de campo, os animais
nao reconheceram esta proteina. A vacina associada de Bm91 e Bm86
mostrou resultados de eficacia superiores a da vacina composta apenas de
Bm86 (WILLADSEN et al., 1996).

Willadsen (1997) relata que o futuro das vacinas dependera do
reconhecimento de antigenos alvos especificos, ou seja, a eficacia das vacinas
estara ligada as caracteristicas da espécie de parasita, em particular do

sistema digestivo.
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O antigeno BMA7 isolado do B. microplus, induz imunidade parcial contra
infestagbes de carrapatos. Trata-se de uma glicoproteina de 63 kDa que tem
similaridade com mucinas de  vertebrados e induz imunidade menos
significativa que a reportada contra a Bm86. Entretanto, com a associagédo dos
dois antigenos é obtida maior eficacia do que com a vacina comercial
composta apenas de Bm86 (McKENNA et al., 1998).

A proteina recombinante glicosilada Bm95 foi isolada de cepas de
carrapatos da Argentina, que apresentaram baixa susceptibilidade a vacina
com Bm86 e clonada e expressada na levedura Pichia pastoris. Em testes de
campo, conferiu protecao aos animais expostos a cepas sensiveis e resistentes
a Bm86 (GARCIA-GARCIA, 2000).

Um precursor da proteinase aspartica, denominada BYC (Boophilus Yolk
pro-Cathepsin) foi isolado de ovos do carrapato B. microplus. Esta proteina
purificada apresenta duas bandas de 54 e 49 kDa (LOGULLO et al., 1998). A
BYC, em experimentos de imunizacdo, induziu resposta protetora parcial. A
inoculagao de anticorpos monoclonais em teledginas produziu um decréscimo
na oviposi¢cao dose-dependente em relagéo ao controle (SILVA VAZ JR et al.,
1998).

Del Pino et al. (1998) trabalharam com extratos de larvas de B. microplus
e isolaram a HEX (N-acetilhexosaminidase), enzima que hidrolisa residuos de
agucar de glicoconjugados. Esta enzima foi encontrada na hemolinfa de
carrapatos fémeas adultas, mas nao na saliva, obedecendo o critério de
antigenos ocultos. Anticorpos policlonais anti-HEX foram inoculados em
teledginas resultando em um decréscimo de 26% na oviposigdo, 0 que

demonstra um potencial uso desta enzima em uma vacina.

Trés peptideos sintéticos (SBm4912, SBm7462 e SBm19733) derivados
da glicoproteina Bm86 foram construidos e utilizados para a imunizagao de
animais. Os peptideos foram inoculados nos animais com saponina como
adjuvante. Os melhores resultados de eficacia, 81,05%, foram obtidos com o
peptideo sintético SBm7462 (PATARROYO et al., 2002). A vacina composta
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por este peptideo continua em teste bioldgico e a viabilizagdo de produgdo em
larga escala esta sendo estudada.

Andreotti et al. (2002) identificaram uma proteina inibidora de serino-
proteases (BMTI), que possui um efeito protetor de 72,8%, apds a

administracao de trés doses nos animais. A vacina continua em teste.

Além dos ja citados, outros antigenos potenciais para o desenvolvimento
de vacinas sdo os antigenos pro-catepsina e o antigeno B (WILLADSEN,
2001).

A vitelina, proteina presente em maior quantidade nos ovos do B.
microplus foi isolada e purificada, assim como a proteina GP80 que foi
purificada de larvas. Anticorpos produzidos contra estas duas proteinas
reconhecem um polipeptideo de 200 kDa presente na hemolinfa de fémeas
adultas de carrapato. Ovinos vacinados com estas proteinas tiveram redugao
no numero € no peso das fémeas de carrapatos ingurgitadas e também
reducao na oviposi¢cédo (TELLAM et al., 2002). Neste mesmo estudo, uma outra
proteina recombinante a “hexahis-GP80”, que tinha problemas conformacionais

e nao era glicosilada, ndo mostrou efeitos significativos no carrapato.

Uma vacina eficiente deveria conter dois ou mais antigenos de diferentes
estagios de vida e partes do carrapato, de tal forma que a imunidade induzida
pela vacina no animal hospedeiro poderia conter um numero maior de chances
de causar danos ao parasita. Esta estratégia aumentaria a eficiéncia da vacina
e diminuiria o potencial para o desenvolvimento de resisténcia pelos carrapatos
(TELLAM et al., 2002).

1.2 - Phage Display

A técnica de phage display foi desenvolvida por Smith (1985) ao realizar a
expressao da enzima de restricdo EcoRlI através da fusdo com a proteina oito

(pVIII) do capsideo do fago.

A metodologia do phage display € uma forma de sele¢cdo em que uma
biblioteca de peptideos ou proteinas com as sequéncias randomizadas s&o

expressas no exterior da particula viral, enquanto o material genético
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codificante para cada residuo encontra-se no genoma viral (PARMLEY e
SMITH, 1988). Com isto, & possivel a correlagao entre cada sequéncia da
proteina variante e sua respectiva sequéncia de DNA, com o qual permite
rapida caracterizagao baseada na afinidade de ligagdo para uma molécula alvo.
Foram expressos na superficie viral anticorpos (BARBAS Il et al.,1992;
HOOGENBOOM, 1997; RADER et al., 1997), peptideos (NOREN e NOREN,
2001), enzimas (SOUMILLION et al., 1994), receptores de superficie celular
(ROBERTSON, 1993), entre outras estruturas. O bacteriéfago M13 (SIDHU,
2001), ou simplesmente fago, € um virus filamentoso que parasita bactérias
gram-negativas, que apresentam pilus F. O virus utiliza a maquinaria de
replicacao, transcricdo e traducao da bactéria para se reproduzir. Nao provoca
lise na célula hospedeira, mas induz um estado no qual a célula infectada
origina e libera particulas virais, causando uma queda na taxa de reproducgao
bacteriana (AZZAZY e HIGHSMITH, 2002). Vetores virais como o fago lambda
(STERNBERG e HOESS, 1995), bacteriéfagos T4 e P4 (HOUSHMAND et al.,
1999; LINDQVIST e NADERI, 1995), além dos virus de eucariotos, tais como
baculovirus, também podem ser utilizados neste processo (BOUBLIK et al.,
1995).

O vetor M13KE, derivado do vetor de fagos m13mp19 possui uma rapida
propagacao e nao necessita de selegdo por antibidtico ou superinfecgdo por
fago helper. Além disto, o gene lacZ, presente neste vetor, facilita a distingao
entre colbnias bacterianas infectadas com fagos de bibliotecas (colénias azuis)
e coloénias ndo infectadas ou infectadas com fagos selvagens (colénias
brancas) (MESSING et al., 1977; MESSING, 1983). O vetor M13KE permite a
construcao e propagacao de bibliotecas de phage display pelo uso de técnicas
padronizadas para fagos M13. Para pequenos insertos, a biblioteca pode ser
amplificada repetidamente com pouca perda de sequéncias e diversidade
(BARBAS et al., 2001).

A particula de fago é formada por uma fita simples de DNA envolta por
uma capa protéica constituida por cinco proteinas (plll, pVI, pVII, pVIll e pIX)
(Figura 1B). Destas cinco proteinas existem aproximadamente 2800 cépias da

pVIIl e cinco copias da plll. Neste sistema, o gene codificador do peptideo ou
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proteina de interesse € geralmente fusionado a um dos genes destas duas
proteinas da capa protéica do fago (PHIZICKY e FIELDS, 1995; BRIGIDO e
MARANHAO, 2002). Assim, o peptideo é expresso na extremidade N-terminal
da plll ou pVIII. A plll esta relacionada com a infectividade do fago pela ligagéo
ao pilus F da célula bacteriana. Ela apresenta trés dominios (D1, D2 e D3)
separados por residuos de glicina. Estudos cristalograficos estruturais dos
dominios D1 e D2 mostraram uma conformacao semelhante a ferradura de
cavalo (LUBKOWSKI et al., 1998; HOLLIGER et al., 1999), ilustrado na figura
2C. Devido a baixa representatividade da plll em relacdo a pVIll as bibliotecas
de peptideos sintéticos fusionados na plll sdo mais indicadas para descoberta
de ligantes com alta afinidade, quando comparadas com as bibliotecas pVIli
ligadas (BRIGIDO e MARANHAO, 2002).

O sistema phage display foi criado para a exposigdo de bibliotecas de
pequenos peptideos (no maximo 30 aminoacidos) (PHIZICKY e FIELDS, 1995).
Isto porque o tamanho da proteina inserida no vetor deve ser limitado, pois
grandes proteinas interferem nas fungdes das proteinas do capsideo, tornando

o fago pouco infectivo.

O peptideo ou proteina expresso na superficie do fago possibilita a
selecdo de sequéncias baseada na afinidade de ligagdo para uma molécula
alvo por um processo de selegao in vitro denominado biopanning (PARMLEY e
SMITH, 1988).

- Biopanning

A selecdo, ou biopanning, é realizada pela incubagdo da biblioteca de
peptideos expostos em fagos contra o alvo. O alvo é imobilizado em um
suporte solido tais como placas de ELISA, beads, resinas e membranas. Os
fagos nao ligantes ao alvo sao eliminados por lavagens sucessivas, e os fagos
especificos permanecem ligados para posterior eluicdo. O pool de fagos
especificos € amplificado para os ciclos posteriores de selegédo bioldgica ou
biopanning (ciclos de ligagao, eluicdo e amplificagdo) para o enriquecimento do
conjunto de fagos com sequéncias especificas contra o alvo. Apds trés ou

quatro passagens, o0s clones individuais sao caracterizados por
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sequenciamento de DNA, western blotting ou ELISA (SMITH, 1985), conforme
mostrado na figura 2.
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Figura 1- Fago filamentoso. A) Composigao do gene lll, mostrando o sitio de clonagem para
introducdo do gene adicional; B) Particula viral com as proteinas plll, pVI, pVIl, pVlll e PIX; C)
Cristalografia dos dominio D1 e D2 da proteina Ill (HOLLIGER e WILLIAMS, 1999), as alfa-

hélices estao coloridas em vermelho e as fitas 3 em ciano.
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Figura 2- Esquema representativo do processo de biopanning. 1) Incubagdo da biblioteca de
fagos com o alvo imobilizado; 2) Retirada dos fagos nao ligados por lavagens sucessivas; 3)
Eluicdo dos fagos ligados e infecgéo de E. coli com pili F; 4) Amplificagéo dos fagos eluidos; 5)

Titulagdo dos fagos eluidos; 6) Populagéo de fagos com maior afinidade pelo alvo.
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Aplicagao da técnica

Varias aplicagdes das bibliotecas de peptideos randémicos expostos em
fagos tém sido realizadas com sucesso, tais como mapeamento de epitopos
(JEFFERIES, 1998), desenvolvimento de vacinas (IRVING et al., 2001),
identificagéo de substratos de proteinas quinases/ligantes de SH2 (KAY et al.,
2001), e identificacdo de peptideos miméticos de ligantes ndo peptideos
(OLDENBURG, 1992). As vantagens da utilizacdo da técnica sao a habilidade
de selecionar ligantes de alta afinidade, a possibilidade de produzir proteinas
soluveis, o baixo custo, o facil manuseio e a rapidez (SMITH e PETRENKO,
1997). Uma particular aplicagéo € a identificacdo de novos peptideos bioativos
pela selegdo contra receptores de superficies celulares imobilizados ou em
células intactas (SILVA JR et al.,, 2002). Phage display pode ser utilizado
também in vivo para identificar peptideos que se ligam em érgaos especificos.
Neste caso, a biblioteca de fagos é injetada por via intravenosa, geralmente em
roedores, e apos o periodo de incubagdo os Orgaos de interesse sao
removidos, homogeneizados e mantidos em suspensao com E. coli (RAJOTTE
et al., 1998).

Os peptideos sintéticos expressos em fagos sdo mapeados em solugao
na qual as bibliotecas contém em torno de 10" possiveis seqléncias,
resultando em um conjunto de peptideos com afinidades variaveis pelo alvo.
Pelo sistema de bibliotecas de fagos, mais de 10° seqiiéncias de peptideos
diferentes podem ser facilmente mapeadas e os fagos selecionados séo
amplificados por propagacao em E. coli (NOREN e NOREN, 2001).

Uma aplicagao especial ocorreu na selecdo de uma biblioteca contra taxol
e as sequéncias dos peptideos selecionados foram comparadas a um banco de
proteinas para identificar o alvo natural (RODI et al., 1999). Isto demonstra que
pequenos peptideos de uma biblioteca linear podem imitar o local de ligagao no
aspecto tridimensional do ligante, confirmando o grande potencial destas

bibliotecas.

A biblioteca em fagos foi capaz de obter peptideos especificos de

anticorpos monoclonais e policlonais, epitopos lineares, tanto quanto
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mimetopos, os que imitam epitopos lineares, descontinuos, conformacionais e

até mesmo epitopos nao peptidicos de antigenos.

Fagos também s&o comumente utilizados como particulas imunogénicas
para a geragao de anticorpos contra os peptideos recombinantes expressos
nas regides aminoterminais de proteinas de superficies, e reagir cruzadamente
com o alvo original, indicando que mimetopos expressos poderiam ser
utilizados como candidatos a subunidades vacinais (WILLIS, 1993; MEOLA et
al., 1995; DEMANGEL et al., 1996; YANG e SHIUAN, 2003).

Manoutcharian et al. (2004) utilizaram pela primeira vez fagos
recombinantes como vacinas em suinos e verificaram a capacidade de indugéo
de resposta imune por fagos contendo peptideos recombinantes da Taenia
solium, agente causador da cisticercose em humanos, e tendo os suinos como

hospedeiro intermediario.

O presente trabalho consiste na aplicagdo da técnica de phage display
para a identificagdo e selegcao de peptideos especificos (mimetopos) de larvas
do carrapato B. microplus e imunizacdo de camundongos e bovinos com os
clones selecionados por frequéncia e antigenicidade (bioinformatica). A
primeira etapa compreende a selecdo de mimetopos, através de anticorpos
policlonais de galinha, potencialmente antigénicos, candidatos a uma vacina
polimunogénica. A segunda etapa consiste na imunizagao e caracterizagdo da
resposta imunologica aos peptideos selecionados apds inoculagdo em
camundongos e bovinos. A terceira etapa é o desafio da espécie alvo com

larvas do B. microplus e caracterizagado da resposta imune protetora.
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2 - OBJETIVOS

e Selecionar e caracterizar peptideos sintéticos (mimetopos) de
proteinas totais da fase larval do carrapato (Boophilus microplus)
com afinidades ligantes especificas por phage display a partir de
anticorpos policlonais de galinha com a finalidade de identificar

possiveis antigenos vacinais.

e Amplificar e titular os clones dos peptideos sintéticos de larvas de

carrapato selecionados por frequéncia antigenicidade predita.

e Inocular os peptideos selecionados em camundongos e bovinos e
caracterizar a resposta imunolégica induzida. Desafiar a espécie alvo
(bovinos) com larvas de cepa de campo do B. microplus e observar

a resposta imune protetora.
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Capitulo Unico

RESUMO GERAL

AVALIAGAO DA RESPOSTA IMUNOLOGICA A PEPTIDEOS SINTETICOS
MIMETOPOS DE PROTEINAS TOTAIS DE LARVAS DO CARRAPATO
Boophilus microplus (ACARI: IXODIDAE) EM CAMUNDONGOS E
BOVINOS

O carrapato Boophilus microplus ¢ um dos mais importantes artropodes que
parasitam os bovinos, causando grandes prejuizos a pecuaria mundial pelos
seus efeitos diretos e indiretos. A aplicagao de produtos quimicos é o principal
método de controle deste parasita, mas em fungado das desvantagens desta
pratica, o uso de vacinas € uma boa alternativa, por serem livres de residuos,
especificas e apresentarem menor possibilidade de desenvolver resisténcia.
Com o objetivo de selecionar peptideos sintéticos expressos no capsideo de
bacteriéfagos phage display produziu-se soro policlonal em galinhas
previamente sensibilizadas com proteinas totais de larvas do carrapato
Boophilus microplus. Os peptideos encontrados em maior freqliéncia e com
maior indice antigénico (bioinformatica e dot blotting com soro de galinha),
foram selecionados para a imunizacdo de camundongos e bovinos. Os dados
iniciais inferirem que os peptideos em fagos induziram resposta imune,
avaliada pelo teste de Elisa, sendo os mais imunogénicos o 2D7
(SNNADYKQSLLL), o 2E6 (VNWNSWHKTNLS), o 2F3 (SIPTYTPDKVTY) e o
2E4 (DAWKMRLSQMYD). As sequéncias selecionadas no presente trabalho
apresentam os motivos protéicos NxxxKxxL (2D7, 2E6 e 2E4) e o motivo
TPDKS (2E4). Estas sequéncias apresentaram similaridades estruturais com
algumas proteinas do carrapato principalmente a calreticulina. Estudos
complementares estdo sendo realizados para caracterizar a sensibilidade e
especificidade aos peptideos selecionados.

Palavras-chave: Peptideos sintéticos, Boophilus microplus, phage display,

calreticulina, bovinos.
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GENERAL ABSTRACT

EVALUATION OF THE IMMUNOLOGIC RESPONSE FROM SYNTHETIC
MIMETIC PEPTIDES OF TOTAL LARVA PROTEINS OF Boophilus
microplus TICK (ACARI: IXODIDAE) IN MICE AND BOVINES

The Boophilus microplus tick is one of the most important arthropods that can
parasitize bovines, causing great damages to the world livestock through direct
and indirect effects. The application of chemical products is the principal
method of controlling this parasite, but in function of the disadvantages of this
practice, the use of vaccines is a good alternative, because they are residue
free, specifics and present smaller possibility to develop resistance. With the
objective of selecting synthetic peptides expressed in the capsid of phage
display bacteriophages, it was produced the serum policlonal in chickens
previously sensitized with total larva proteins of the Boophilus microplus tick.
The peptides found in larger frequency and with larger antigenic index
(bioinformatics and dot blotting with chicken serum) were selected for the
immunization of mice and bovines. The initial data infer that the peptides in
phagos induced immune response, evaluated by Elisa test, and the more
immunogenic are: 2D7 (SNNADYKQSLL), 2E6 (VNWNSWHKTNLS), 2F3
(SIPTYTPDKVTY) and 2E4 (DAWKMRLSQMYD). The sequences selected in
the present work introduce the protean motives NxxxKxxL (2D7, 2E6 and 2E4)
and the motive TPDKS (2E4). These sequences presented structural similarities
with some tick proteins, mainly the calreticulin. Complementary studies are
being accomplished to characterize the sensibility and specificity to the selected

peptides.

Keywords: Synthetic peptides, Boophilus microplus, phage display,

calreticulin, bovines.
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INTRODUGAO

O carrapato Boophilus microplus € um dos mais importantes artropodes
parasita de bovinos. Esse parasitismo causa grandes perdas econdmicas na
pecuaria da América do Sul, Central e Australia. As perdas sdo decorrentes
dos efeitos diretos, tais como a ingestdo de sangue pelo carrapato, e indiretos,
como a transmissdo de patégenos que resultam em infecgdes na maioria das
vezes fatais aos bovinos (PATARROYO et al., 2002).

Horn e Arteche (1984) de acordo com as informagdes fornecidas pelas
Secretarias de Agricultura dos estados brasileiros, calcularam os prejuizos
causados pelos B. microplus, que chegavam a um total de US$ 968 milhdes.
GRISI et al. (2002) estimaram que, em fungdo do crescimento do rebanho
bovino de 76 milhdes de cabegas em 1983 para 169 milhdes em 2000, estas
perdas poderiam ultrapassar os 2 bilhdes de dodlares. Os prejuizos,
considerando apenas o setor de couros, sdo de mais de R$ 500 milhdes por

ano decorrentes das lesdes na pele causadas pelo carrapato.

Os métodos usados para o tratamento e controle das infestagdes por B.
microplus podem ser divididos em quimicos e ou bioldgicos. A aplicagdo de
produtos quimicos, meéetodo mais empregado, acarreta principalmente o
desenvolvimento da resisténcia do parasita e a presenca de residuos nos
produtos de origem animal destinados ao consumo humano. Uma alternativa
para a utilizagdo de produtos quimicos € o controle bioldgico, especialmente
com a utilizacdo de vacinas. As vantagens das vacinas em relacdo aos
quimicos sao varias: livres de residuos, especificas, apresentam menor
possibilidade de desenvolver resisténcia e podem ser mais baratas que muitos
quimicos novos (WILLADSEN, 1997).

Os antigenos alvos para as vacinas contra carrapatos sao descritos como
expostos ou ocultos. Antigenos expostos sdo proteinas do carrapato injetadas
no hospedeiro durante a alimentagdo, e que interagem com o sistema de
defesa. Os antigenos ocultos ndo entram em contato com o sistema de defesa
do hospedeiro (MULENGA et al., 2000). Ainda segundo Mulenga et al. (2000),

antigenos expostos que podem ser utilizados em vacinas devem ser
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identificados e isolados segundo sua capacidade em: induzir reagbes de
hipersensibilidade cutanea em hospedeiros resistentes ao carrapato; reagir
com soro imune anti-carrapato em imunoblots; modular a resposta imune do
hospedeiro e inibir a cascata de coagulagdo de sangue do hospedeiro. Os
maiores avangos na producao de vacinas contra carrapatos foram atingidos
com a utilizagdo dos chamados antigenos ocultos (WILLADSEN e KEMP,
1988). Os principais antigenos ocultos identificados foram Bm86, Bm91 e
BMA7 (WILLADSEN et al., 1989; RIDING et al., 1994; McKENNA et al., 1998).
Trés vacinas comercias sao constituidas pela Bm86: TickGard, TickGard Plus e
Gavac (WILLADSEN et al., 1995; WILLADSEN, 1997; RODRIGUEZ et al.,
1994). Enzimas proteoliticas do carrapato também sdo estudadas como
possiveis antigenos vacinais: BYC (Boophilus yolk pro-cathepsin) (SILVA VAZ
et al., 1998) e BMTI (inibidores de serino proteases) (ANDREOTTI et al., 2002).
Peptideos sintéticos foram isolados e caracterizados a partir da Bm86 com
inducao de resposta imune (PATARROYO et al., 2002).

A técnica de phage display, desenvolvida por Smith (1985), € uma forma
de selecdo em que uma biblioteca de peptideos ou proteinas com as
sequéncias randomizadas sao expressas no exterior da particula viral,
enquanto o material genético codificante para cada residuo encontra-se no
genoma viral (PARMLEY e SMITH, 1988). Sendo assim, é possivel a
correlacdo entre cada sequéncia da proteina variante e sua respectiva
sequéncia de DNA, com o qual permite rapida caracterizacdo baseada na
afinidade de ligacdo para uma molécula alvo. Na superficie viral foram
expressos anticorpos (BARBAS Il et al.,1992; RADER et al., 1997), peptideos
(NOREN e NOREN, 2001), enzimas (SOUMILLION et al., 1994), receptores de
superficie celular (ROBERTSON, 1993), entre outras estruturas. Por um
processo in vitro denominado biopanning (PARMLEY e SMITH, 1988) o
peptideo ou proteina expresso na superficie do fago é selecionado através da

afinidade de ligagdo com a molécula alvo.

Os antigenos expressos em fagos tém importantes vantagens
comparados com vacinas de peptideos sintéticos (HUERTA et al., 2001;

SCIUTTO et al., 2000). Eles podem ser produzidos em larga escala a um custo
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baixo, pois sdo secretados por bactérias. A densidade da superficie do fago &
de 200-400 m2/g e a fusdao com peptideos compreende mais de 25% do seu
peso e estende-se por 50% da sua area de superficie (PETRENKO e SMITH,
2000). Os fagos também sao resistentes a temperatura e a muitos solventes
organicos e quimicos, assim como outros tipos de estresses (PETRENKO e
SMITH, 2000), e o mais importante € que proteinas do proprio fago sao
altamente imunogénicas, e na maioria das vezes, ndo requerem adjuvante para

sua aplicagado com imunogenos.

O phage display tem sido recentemente utilizado por pesquisadores para
o desenvolvimento de vacinas contra muitas doengas: HIV-1 (SCALA et al.,
1999; DE BERARDINIS et al., 2000), hepatite viral do tipo C (PUNTORIERO et
al., 1998), doenca de Alzheimer (FRENKEL e SOLOMON, 2002).

O presente trabalho consiste na aplicagdo da técnica de phage display
para a identificacéo e selegéo de peptideos especificos (mimetopos) de larvas
do carrapato B. microplus, e imunizagao de camundongos e bovinos com 0s
clones selecionados por frequéncia e antigenicidade (bioinformatica). A
primeira etapa do estudo compreendeu a selecdo de mimetopos, através da
técnica de phage display, utilizando anticorpos policlonais de galinha,
potencialmente antigénicos, candidatos a uma vacina poliimunogénica. As
galinhas possuem apenas uma isoforma de tamanho natural de IgY. A
diversidade na maneira de gerar anticorpos das galinhas em relacdo aos
mamiferos € por mutagdo somatica envolvendo conversao génica. As galinhas
tém um grande numero de pseudogenes que servem como sequéncia doadora
para a diversidade inicial da cadeia leve de genes por conversdo génica. O
processo de conversdo génica também afeta os genes da cadeia pesada.
Durante a recombinacdo génica dos segmentos, a juncdo das bases ocorre
randomicamente. A diversidade ocorre por mutagdo somatica (TIZARD, 2000).
Segundo Lemamy (1999), as aves produzem anticorpos especificos em grande
quantidade, além de possuirem boa memdéria imunoldgica quando imunizadas
com proteinas de bactéria e mamiferos. Os clones dos peptideos selecionados
foram amplificados e titulados para a inoculagdo em camundongos e bovinos e

caracterizagdo da resposta imunologica. Posteriormente, os bovinos (espécie
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alvo) inoculados foram desafiados com larvas do B. microplus para a avaliagéo

da resposta imune protetora.
MATERIAIS E METODOS

Producgao do extrato de carrapato

Proteinas totais de larvas de B. microplus foram extraidas por
maceragdao em nitrogénio liquido e posteriormente foi adicionado éter etilico,
durante 18 horas, com a finalidade de desengordurar as proteinas. Tampao de
extracéo foi acrescentado ao macerado (40mM Hepes pH 7.4, 10mM EDTA,
2mM EGTA, 1mM DTT, 1mM Benzamidina, 0,5mM PMSF) e centrifugado por
40 minutos a 4000g. O sobrenadante foi colhido e dialisado extensivamente em

salina, quantificado e verificado o perfil protéico por SDS-PAGE.

Analises de SDS-PAGE

Para averiguar a qualidade das amostras foi utilizado SDS-PAGE
(10%). O tampao da amostra era composto por 1% SDS, 1% Tris pH 6,8,
bromophenol blue a 0,02% e 20% glycerol, contendo ou nao agentes redutores.
A corrida de eletroforese foi realizada em temperatura ambiente com tampao
superior 0,1M tris, 0,1M Tricina e SDS 1% e com tampao inferior 0,2 M tris-
HCL, pH 8,9, até a saida dos indicadores, com voltagem de 100V. Apéds a
corrida, o gel de poliacrilamida foi colocado em uma solugdo de Coomassie-

blue R-250 como corante de proteinas.

Imunizagao das galinhas

Utilizou-se para imunizacdo, galinhas poedeiras comerciais brancas, de trés
meses de idade. O esquema de imunizacao foi o descrito por Barbas et al.
(2001), com algumas modificagcdes, sendo a primeira dose de 200 ug e as trés
doses subsequentes de 100 pg de proteinas totais de larvas de B. microplus,
por via intramuscular, em intervalos de 14 dias para cada dose. A primeira dose
foi administrada junto com adjuvante completo de Freund (Sigma Chemical Co,
USA), e as doses subseqlentes com adjuvante incompleto de Freund (Sigma).
Os animais imunizados foram sangrados a partir da terceira dose e avaliados

quanto a producio de anticorpos pelo teste de ELISA.
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Ensaio Imuno Enzimatico (ELISA)

Para o teste de ELISA foram utilizadas placas de microtitulagdo de alta
afinidade (Nunc) sensibilizadas com 10 pg de proteinas totais de carrapato,
diluida em tampao carbonato/ bicarbonato, durante toda a noite a 4°C. Em
seguida, as placas foram bloqueadas com PBST 5%, para adigdo das amostras
de soro das galinhas, antes e apds as imunizagdes, e incubadas por 1 hora a
37°C. Apds esse periodo, as placas foram lavadas e foi adicionado anticorpos
secundarios (IgG de coelho anti IgY de galinhas) diluido em bloto 5%,
permanecendo por 1 hora. O conjugado imunoenzimatico (IgG de cabra anti-
IgG de coelho ligado a peroxidase) foi diluido em bloto 5% e incubado a 37°C
por 60 minutos. A ligagdo especifica foi revelada pela adigdo de substrato
enzimatico contendo o-fenilenodiamino (OPD). Apdés 15 minutos, a reagao foi
interrompida com acido sulfurico e efetuada a leitura a 492 nm em leitor de
microplaca (Flow Titertek Multiskan Plus - USA). Apos a observagao de titulo

satisfatorio, o sangue foi coletado para obtengéo de soro policlonal.

Purificagao dos anticorpos por afinidade

Foi realizado um método alternativo para a purificagdo dos anticorpos por
afinidade, sendo os anticorpos submetidos primeiramente a precipitagao salina
por sulfato de amoénio. As IgYs foram parcialmente purificadas pela precipitacao
com solugao saturada de sulfato de amoénio (100%), e posteriormente a 40% e
dialisadas extensivamente em salina tamponada. Em seguida, o extrato
protéico de carrapato foi adsorvido em uma membrana de nitrocelulose durante
toda a noite a 4°C, e posteriormente, bloqueada por leite em p6é molico 5%
durante 1 hora a temperatura ambiente. A membrana contendo as proteinas foi
incubada com a fragao purificada de IgY durante toda noite a 4°C e lavadas
com PBST uma vez, e mais trés vezes com PBS, monitoradas por leitura no
espectofotbmetro no final da lavagem, para averiguagcdo do despreendimento
de proteinas da membrana. Os anticorpos foram eluidos por 100mM de glicina
pH 2.5 sendo neutralizados por 100mM de tris pH 8.0 e quantificados por

espectofotometria.
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Selegao da biblioteca de peptideos fusionados através do phage display
A biblioteca utilizada era composta por doze peptideos randdmicos
(“Ph.D -12 mer- New England Biolabs”) seguidos por uma curta seqiéncia
espacadora Gly-Gly-Gly fusionada a regido N - terminal da proteina capsidica
menor (Proteina Ill) de bacteriéfagos M13 filamentosos. Existiam na biblioteca
2,8 x 10" clones independentes, os quais representavam as 1.9 x 10°
possiveis combinag¢des contidas nos 12 residuos de aminoacidos. Todas as
cinco copias da Proteina Ill dos fagos, continham peptideos randédmicos
aminoterminais (NOREN e NOREN, 2001). A biblioteca de fagos foi incubada
com a fragao eluida de imunoglobulinas IgY anti-proteinas totais do carrapato

bovino purificada.

Foi adsorvido no orificio de uma placa de microtitulacdo de 96 pocos
(Maxisorp - Nunc) 150 puL de IgY purificada por afinidade ao imundgeno (100
ug/mL em 0.1 M NaHCO3, pH 8.6) e incubada overnight a 4°C em um
recipiente contendo papel toalha umidificado. A placa foi bloqueada com 250
uL de um tampéo de bloqueio (0.1 M NaHCO3, pH 8.6, 5 mg/mL BSA) por 2 h
a temperatura de 4°C. A placa foi lavada seis vezes com TBST (TBS contendo
0.1% Tween-20), foi acrescentado nos orificios da placa 4 x10'° fagos diluidos
em 100 uL TBST e mantido sob agitagdo por 1h a temperatura ambiente.
Fagos nao ligantes foram removidos pela lavagem dos orificios da placa por
dez vezes com TBST (0.1% Tween-20) na primeira passagem e nas
subsequentes com TBST (0.5% Tween-20). Os fagos ligantes foram eluidos
com 100 uL do tampao de eluicdo (0.2 M glicina-HCI, pH 2.2, contendo 1
mg/mL BSA) por 10 min a temperatura ambiente e imediatamente
neutralizados com 15 uL do tampé&o de neutralizagdo (1 M Tris-HCI, pH 8.0).
Aliquotas dos fagos eluidos foram utilizadas para a determinacgao do titulo. O
eluido remanescente, contendo fagos, foi utilizado para a reamplificagcédo para a
proxima passagem, pela infecgcdo em E. coli ER2537. Foram realizadas trés

passagens para o enriquecimento dos fagos contendo os peptideos ligantes.
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Caracterizagcao dos clones selecionados e identificagdo dos clones
reativos

O vetor de fago utilizado contém o gene lacZe, o qual utiliza o sistema
de a-complementagéo, permitindo que clones reativos sejam selecionados pela
coloragdo das colbnias (azuis positivas ou brancas negativas). Para as
titulagdes, foi feito uma mistura de fago e bactérias em agarose na superficie,

sendo plaqueada em meio LB contendo X-gal (40 ug/ml) e IPTG (0.5 mM).

Seqiienciamento de DNA

Para a obtengdo de DNA de bacteriéfagos filamentosos de fita simples,
coldénias obtidas apds a terceira passagem de selecdo 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 adigdo de iodeto de sodio para liberagdo do acido nucléico e
posterior precipitagcdo com etanol. A qualidade e quantidade do DNA fita
simples foi verificada pela corrida eletroforética em gel de agarose (dados néo
mostrados). O sequenciamento foi realizado utilizando o Kit (Big Dye
Terminator - Pharmacia) utilizando um sequenciador automatico (MegaBace -
Amershan Biosciences) do Laboratério de Genética Molecular (UFU). Para a
reagdo do sequenciamento, foi utilizado o primer - 96 M13 - (5'-
HOCCCTCATAGTTAGCGTAACG —-3° - Pharmacia), o qual flanqueia a regiao
dos aminoacidos codificantes dos peptideos randémicos fusionado nos fagos

M13 recombinantes pela hibridizagcdo na regidao -96 pb “downstream”.

Analise de dados pela Bioinformatica

A sequéncia de aminoacidos foi traduzida pelo programa
DNA2PRO12. Parametros de antigenicidade dos peptideos foram
determinados individualmente pelo programa Protean (DNASTAR - Lasergene),
seguindo o indice de James Wolf. A procura por homologias entre sequéncias

consenso foi realizada pelo programa FASTAcom.

Dot Blotting com anticorpo policlonal das galinhas

Em uma membrana de nitrocelulose foi colocado 10 uL de cada clone

selecionado (28 clones) por spot. A membrana foi incubada, lavada trés vezes
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por 5 minutos com TBST. Apés as lavagens, a membrana foi bloqueada por 1
hora a temperatura ambiente com 10 mL de bloto na dilugdo de 1/100. Sobre a
membrana foi colocado 100 pL de soro policlonal das galinhas contra
proteinas totais de carrapato (anticorpo primario) diluidos em 10 mL do molico.
A membrana foi incubada overnight a temperatura de 37°C. Apds este periodo,
a membrana foi lavada novamente durante 3 vezes. Foi adicionado o anticorpo
secundario anti-lgG de galinha conjugado com fosfatase alcalina. A reacao foi
revelada com o substrato NBT/BCIP.

Amplificacao e titulacdao dos clones selecionados

Para a amplificacdo de cada clone foi utilizada a propor¢ao de 1 uL de
tetraciclina para cada 1 mL do meio LB liquido em erlenmeyers, totalizando 20
mL. A este meio foi inoculada uma colénia de bactéria isolada, cepa ER2738
de E. coli resistente a tetraciclina, que se multiplicou overnight a 37°C em 250
g. As bactérias foram entdo novamente diluidas na proporgédo de 1/100, ou
seja, 200 uL de bactérias em 20 mL do meio LB e tetraciclina. A infec¢ao das
bactérias pelos fagos foi feita com a inoculagédo de 50 uL do fago na bactéria
diluida 1/100 e mantidas a 37°C, por 5 horas. A cultura foi transferida para
tubos de centrifuga e submetida a 10.000 g por 10 minutos, a 4°C, por 2 vezes,
para eliminar os peletes de bactérias. Aproximadamente 80% do sobrenadante
foi transferido para outro tubo acrescentando-se um volume de 3 mL de PEG
(polietilenoglicol 8000 + NaCl), na proporgéao de 1/6, e incubado “overnight” a
4°C, com a finalidade de precipitar os fagos. Apds a incubacéao, a preparacao
foi centrifugada a 10.000 g por 15 minutos. O sobrenadante foi descartado e o
pelete com os fagos foi novamente centrifugado por 1 minuto. O pelete com os
fagos foi diluido em 1 mL de tamp&o TBS, colocado em microtubos de 2 mL e
centrifugado a 14.000 g por 10 minutos, a 4 °C. O sobrenadante foi transferido
para outro microtubo, onde foi acrescentado 1/6 de PEG e incubado por 60
minutos. Depois foi centrifugado a 14.000 g por 10 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e a preparacéo foi novamente centrifugada por 2
minutos. O sobrenadante residual foi retirado e o pelete diluido 200 uL de TBS

com 0,02% de azida sddica, para evitar crescimento de fungos.
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Realizou-se a titulagdo dos fagos (quantificagdo) retirando-se uma
colénia (isolada) de ER2738 previamente crescida em meio sélido LB com
tetraciclina; esta colbénia foi incubada em meio LB liquido sob agitagcdo até

atingir a fase de crescimento mid-log (ODgpo= 0,5).

A solucao de fagos a ser titulada foi submetida a diluicbes seriais de 10
vezes em meio LB sdlido. Para amplificacao foram utilizadas as diluicbes de
10" a 10" Entdo, em cada diluicdo foi acrescentado 200uL da cultura de
ER2738 na fase mid-log. Esta mistura foi vortexada brevemente e incubada por
5 minutos a temperatura ambiente. As células, assim infectadas, foram
transferidas para tubos de cultura contendo 3mL de Agarose Top a 45°C,
(vertidos rapidamente) e espalhadas sobre uma placa de Petri contendo meio
LB solido, com IPTG/Xgal e tetracilina. Para cada diluicdo foi confeccionada

uma placa.

As placas foram vedadas com parafilme, invertidas e incubadas a
temperatura de 37°C, durante 16 horas. Apos este periodo, colbnias azuis
foram contadas e as placas possuidoras de, aproximadamente 100 colénias,
foram identificadas como as portadoras das diluicdes que representaram os

titulos.

Imunizagao de camundongos

Para a imunizacdo com os clones selecionados foram utilizados
camundongos fémeas de seis semanas de idade e peso médio de 28 gramas.
Doze grupos, de trés animais cada, foram imunizados com nove clones
diferentes, fago helper M13, e o pool dos fagos na dose de 2,5 X 10'%, em um
volume de 100 yL, com adjuvante incompleto de Freund (Sigma Chemical Co,
USA), pela via intraperitonial. Os animais foram imunizados nos dias 0 e 12.
Coletas de sangue, pela veia orbital, foram realizadas nos dias 0, 12 e 19 pos-

imunizagao.

Imunizagao de bovinos (ensaios preliminares)

Dois grupos de dois bovinos machos com idade aproximada de 18 meses
cada, foram utilizados para os ensaios preliminares de imunizagao. Os bovinos

foram imunizados, por via intramuscular, com um pool dos clones mais reativos
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na dose de 2,5 X 10" (grupo 1) e o fago helper M13 na mesma dose (grupo2),
em um volume de 1mL, com adjuvantes incompletos de Freund (Sigma
Chemical Co, USA). Os animais foram imunizados nos dias 0 e 12. Foram

realizadas coletas de sangue nos dias 0, 12 e 19 pds-imunizagao.

Deteccgéao de anticorpos

Os niveis de anticorpos especificos no soro foram mensurados em
camundongos e bovinos. Placas de microtitulagdo de fundo chato (96 well:
Nunc, Roskilde, Denmark) foram sensibilizadas com os clones diluidos em
PBS, pH 7,2, na dose de 5 X 10"° ufc/mL, overnight a temperatura ambiente.
Depois da lavagem, os soros dos animais foram adicionados, diluidos em PBS
1:100 e incubados durante 1 hora a 37°C. Apds este periodo, as placas foram
lavadas e incubadas com conjugado anti-camundongo, no caso dos
camundongos, e anti-cobaias feito em coelhos, no caso dos bovinos, diluidos
em PBS 1:2000, durante 1hora a 37°C.O substrato utilizado para revelagao foi
o OPD, apés paralisagdao da reagao com acido sulfurico. A leitura de
absorbancia foi determinada a 492 nm em leitor de microplaca (Flow Titertek
Multiskan Plus - USA).

Placas de ELISA também foram sensibilizadas com antigenos
correspondentes a proteinas totais de larvas de carrapato na dose de 10 pg por
poco e diluidas em PBS. O mesmo procedimento descrito acima foi empregado

para a realizagdo do ensaio com o soro de camundongos.

O indice ELISA (IE) para os soros dos camundongos foi calculado
realizando a divisdo da densidade éptica (DO) pelo valor de cut off. O cut off
foi calculado somando-se 2 desvios padrédo a média dos soros pré-imunes. Os
IEs maiores que 1 foram considerados positivos e os IEs menores que 1 foram

considerados negativos.

Desafio dos bovinos imunizados

Um més antes das imunizacgbes, os animais passaram por uma série de
quatro banhos a cada sete dias, com carrapaticidas comerciais, na tentativa de
eliminar todos os carrapatos presentes, decorrentes de infestagdes de campo

anteriores.
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Doze dias apos a primeira inoculagéo, os animais foram infestados com
larvas do carrapato B. microplus (cepa de campo) totalizando duas infestagdes

de 5.000 larvas cada, com intervalo de um dia.
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RESULTADOS

Produgcdo de anticorpos policlonais em galinhas contra antigenos totais
de larvas do carrapato (Boophilus microplus)

Foram extraidas proteinas totais de larvas de B. microplus como
imundégenos para a produgao de anticorpos policlonais de galinhas (IgY). As
proteinas totais extraidas e observadas em gel de acrilamida em SDS-PAGE
mantiveram-se preservadas (Figura 1), o que permitiu a imunizagdo das

galinhas.

0.5ug 1,0pg 20pg 4,09

Figura 1 : SDS-PAGE proteinas totais extraidas de larvas do carrapato B. microplus

observadas em gel de acrilamida.

As galinhas imunizadas com proteinas totais de larvas de carrapato
produziram anticorpos detectados pelo teste de ELISA (Figura 2). Como o

carrapato ndo € um ectoparasita natural das galinhas, a reagao imunolégica foi

intensa.
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Figura 2 Resultados do teste de ELISA expressados como titulos (Titulo = Diluigdo do soro
baseado no valor do “cut off”). Os titulos foram acima de 1:145800. Galinhas (GL1 e GL2),
soros pré imunes (L1 e L2) e o controle (BR1).
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A pureza dos anticorpos foi verificada em SDS-PAGE em condigbes ndo
redutoras (Figura 3). Uma banda forte de ,aproximadamente, 180 kDa foi
observada, correspodente ao peso molecular da IgY, a qual foi usada nos

biopannings.

Linha A Linha B

<« 180 kDa

‘lrII!'l

Figura 3. SDS-PAGE (Gel 16%) Preparacdes de IgY obtidas por precipitagdo com sulfato de
ambdnio. Linha A - amostra de soro total de galinhas, linha B — fragéo de IgY.

Selecgao e caracterizagao de peptideos sintéticos

Os anticorpos policlonais das galinhas contra proteinas de larvas totais
de carrapatos foram submetidos a selegcédo por Phade display, através de uma
biblioteca de peptideos expressos em fagos M13, para a caracterizagdo dos
possivis alvos ligantes. Pelo processo chamado “Biopanning” foi possivel
aumentar a especificidade dos peptideos selecionados contra o alvo, no caso,
proteinas totais de larvas de carrapato (Tabela 1). Os clones dos fagos que
infectaram a bactéria foram selecionados através da coloracdo da colbnia,
sendo as positivas azuis e as negativas brancas (Figura 4)
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Figura 4. Colbnias de E. coli F’ infectadas com fagos M13 carregando o gene lacZ da 3-

galactosidase (colbnias azuis)

Tabela 1 Selecdo dos fagos com peptideos ligantes a anticorpos policlonais
para as proteinas de larvas de B. microplus. Titulo obtido (ufc) no processo de

selegao dos fagos por imunoafinidade (titulo por 10 ulL).

1° Ciclo de Selecdo Entrada 4x10"°
2x10°

Saida 2x10°

2° Ciclo de Selegao Entrada 5x10°
5x10’

Saida 1x10°

3° Ciclo de Selegao Entrada 2x10"°
4x10°

Saida 5x10°

Realizou-se western blotting para verificar a imunoreatividade dos fagos
selecionados. A figura 5 representa a posi¢cao da proteina PIlIl, que contém o
peptideo fusionado, e a revelagdo com a adicao de substrato NBT/BCIP, nas
trés passagens, revelando o aumento da especificidade no processo de

selecao.
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PIIl + PEP > -

1C 2C 3C

Figura 5. Western Blotting para o conjunto de fagos apds a terceira selegdo do experimento. A
seta indica a posicdo da proteina Ill contendo o peptideo fusionado em trés ciclos de selegao
(1C, 2C e 3C). Séao representadas bandas com intensidades crescentes de sinal indicando o
aumento do reconhecimento dos peptideos selecionados pelos anticorpos anti-proteinas de

carrapato.

Sequenciamento de DNA

Colbénias infectadas isoladas e de tamanho uniforme foram utilizadas
para o sequenciamento do DNA. Para os fagos com leituras legiveis, o DNA de
fita simples proveu 36 pb dos nucleotideos correspondentes aos 12 AA de cada
peptideo fusionados ao gene da PIIl (glll). A traducdo dos nucleotideos em
aminoacidos obedeceu aos critérios do programa DNA12PRO (RELIC

softwares), especifico para a biblioteca utilizada.

Foram obtidas 74 sequéncias, sendo apenas 29 distintas (Tabela 2).
Peptideos independentes foram isolados mais de uma vez, sendo 45 as
sequéncias repetidas. A sequéncia DAWKMRLSQMYD apareceu 22 vezes,
outras 9 sequéncias foram VNYNGKEHLLIP, 7 sequéncias para
IDPLMFKYWSNM e duas sequéncias AGLPNHNAMLLT, NAWLQEPNHRNL,
TLFTPDKSPAKT, SNNADYKQSLLL, GALHQEPSSNLF, GLFTPDKSPAKT as
quais foram mais freqlentes. A tabela 3, mostra a sequéncia completa de 9
peptideos selecionados na terceira selecdo bem como demonstra a

imunorreatividade de todos os peptideos no dot blotting (Figura 6).

Os 29 clones foram utilizados para a sensibilizacdo da membrana de
nitrocelulose para selegao dos que mais estimularam a produgao de anticorpos
pelas galinhas. Os clones mais reativos e sua localizagdo na membrana foram
A2(2EG), A7(E4), C3(2D7), C12(2F4), E1(2D2). O controle representado pelo

fago sem inserto helper esta localizado no dot C6 (Figura 6)
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Tabela 2 Sequéncia de aminoacidos dos principais peptideos expressos nos
fagos selecionados pelos anticorpos policlonais de galinhas imunizadas com
proteinas totais de larvas de B. microplus. Alinhamento realizado pelo PILEUP
2.0

seq --APYDTPWPSPSL- 1/74
seq —--GPYDTPMFSLNM- 1/74
seq —---TLFTPDKSPAKT 1/74
seq HAWQSKTPDKTR--- 1/74
seq —-SIPTYTPDKVTY-- 1/74
seq -—-GALIYTPEKYTI-- 1/74
seq -GALHQEPSSNPF--— 1/74
seq -NAWLQEPNHRNL-- 1/74
seq —--AGLPNHNAMLLT- 1/74
seq —--SSLTFIDFHHR-- 1/74
seq -SQKYEFNDLLDHQ-- 1/74
seq —-—-DAWKMRLSQMYD- 22/74
seq -CLHCKYTLQQQA-- 1/74
seq --SPLNFYKTQLR-- 3/74
seq ~-MNYWYKFMLPDI-~- 1/74%**
seq -MNSWYKFMLPDI-- T/ T4%*
seq —--SNNADYKQSLLL- 2/74
seq -IDSNHVYKDFLT-- 1/74
seq -VNWNSGHKTNLS-- 3/74
seq ~VNYNGKEHLLIP-- 9/74
seq ~SVPLAKRHLISL-- 1/74
seq -SWSSAERLYTMN-- 1/74
seq -SYGSSVTQHLAT-- 1/74
seq -—-SHDGASSKIRPA-- 1/74
seq —-—-HVRNPPTMPEAW- 1/74
seq --IPYTHAHADHTL- 1/74
seq --HTQHSPMVSVEF- 1/74
seq --KPVVGMPIVEVW- 1/74
seq IDPLMFKYWYNM 1/74

*Letras em negrito denotam residuos conservados.
**seqliéncia inversa ao peptideo IDPLMFKYWSNM e IDPLMFKYWSNM

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A ORNECITY 10)E I EE
. 0e9o: » ewal | |ol
< [e[e]olc” | [-[@]

Figura 6. Dot Blotting com os 29 clones que apresentaram sequéncias distintas para selegao
dos que mais estimularam a produg¢ao de anticorpos pelas galinhas. Os clones mais reativos e
sua localizagdo na membrana foram: A2(2E6), A6(2E4), A7(E4), B3(2D7), B7(2D8), B9(2E11),
B12(2F4), C1(2D2), C2(2F3). O controle representado pelo fago sem inserto helper esta
localizado no dot C6.
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Analise das sequéncias

Os nove peptideos utilizados nas imunizagées foram selecionados por

frequéncia,

imunorreatividade pelo dot blotting e também pelo

indice

antigénico. Na Tabela 3, o eixo vertical representa o indice antigénico, que

varia de 1,7 até —1,7, e o eixo horizontal representa a variacdo entre cada

aminoacido que compde o peptideo.

Tabela 3 Sequéncia de aminoacidos dos principais peptideos expressos nos

fagos selecionados pelos anticorpos policlonais de galinhas imunizadas com

proteinas totais de larvas de B. microplus e seus indices de antigenicidade.

Clone | Dot Segiiéncia e indice de Antigenicidade Freq.
DAWKMRLSQMYD
2E4 A6 22/74
VNYNGKEHLLIP
2D8 B7 e 9/74
1.7 IDPLMFKYWSNM
2F4 B12 0 7174
-1.7 SPLNNFYKTQLR
2D2 C1 3/74
2E6 A2 3/74
2D7 B3 2/74
.7 IDPLMFKYWYNM
2E11 B9 o 1/74
-1.7
IDSNHVYKDFLT
E4 A7 J— 1/74
SIPTYTPDKVTY
2F3 C2 7 i 1/74
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Amplificagao e titulagao dos clones de peptideos sintéticos de larvas de
carrapato selecionados por freqiiéncia e antigenicidade (bioinformatica).

Os clones selecionados por frequéncia e antigenicidade foram
amplificados e titulados para posterior imunizagao de camundongos e bovinos
(Figura 7). A dose utilizada para a imunizacéo foi de 2,5 X 10'?. A solugéo de
fagos a ser titulada foi submetida a diluicbes seriais de 10 vezes. Para

amplificacdo foram utilizadas as diluigdes de 10" a 10",

Figura 7. A solucdo de fagos a ser titulada foi submetida a diluicdes seriais de 10 vezes. Para

a amplificagdo foram utilizadas as diluicdes de 10" a 10 '
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Imunizagao de camundongos e bovinos

Aos 12 dias, apds a primeira imunizagdo, alguns camundongos nao
responderam a imunizagdo: 1 animal do clone 2D8 (VNYNGKEHLLIP), 1
animal do clone 2E11 (IDPLMFKYWYNM), 1 animal do clone E4
(IDSNHVYKDFLT), 1 animal do helper e 1 animal do PBS (Tabela 4).

Os animais imunizados com o clone 2D7 (SNNADYKQSLLL) foram os
que responderam com um maior IE, sendo diferente estatisticamente dos
demais peptideos, do helper e do PBS. A resposta dos camundongos
imunizados com o clone 2E4 (DAWKMRLSQMYD) foi diferente
estatisticamente do 2D7, do helper e do PBS, apresentando o segundo maior
IE.

Aos 19 dias ap0s a primeira imunizagao, e sete apds a segunda, 1 animal
do clone 2D2 (SPLNNFYKTQLR) e 1 animal do PBS nao responderam. Os
clones mais reativos foram o 2E6 (VNWNSWHKTNLS), que foi estatisticamente
diferente de todos os outros, exceto do 2F3 (SIPTYTPDKVTY), o 2F3
(SIPTYTPDKVTY), que foi estatisticamente diferente de todos os outros exceto
do 2E6, 2E4 (DAWKMRLSQMYD) e do pool, o pool que foi estatisticamente
diferente do 2E6, do helper e do PBS, o helper que foi diferente
estatisticamente do 2E6, 2F3 e do Pool e o PBS foi estatisticamente diferente
do 2E4, 2E6, 2F3 e do pool.

Entre os dias 12 e 19 apds a imunizacgao, houve diferenga estatistica para
os peptideos: 2D2 (SPLNNFYKTQLR), 2E6 (VNWNSWHKTNLS), 2D7
(SNNADYKQSLLL), 2F3 (SIPTYTPDKVTY) e o pool. Para os peptideos 2E6,
2F3 e pool houve um aumento do IE e para os peptideos 2D2 e 2D7 ocorreu

uma diminui¢ao do IE.

Os soros dos animais imunizados com o peptideo 2E4
(DAWKMRLSQMYD), que foi estatisticamente diferente do 2F3, do helper e do
PBS, foram os mais reativos contra proteinas totais de larvas de carrapato
(Tabela 5).
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Tabela 4 Niveis de anticorpos no soro de camundongos contra os peptideos

complexados ao fago, fago helper, pool de fagos complexados e PBS,

calculados pelo teste de ELISA, nos dias 12 e 19 apds a primeira imunizagao.

Grupo 12 Dias 19 Dias
2E4 370+0,557 ™ 3,10+ 0,173 Abed
2D8 2,03+1,069 A 2,43 + 1,124 Aode
2F4 2,60+1375 A% 2,60 + 1,179 Aode
2D2 1,97 +0,851 A 1,50 + 0,872 Bode
2E6 1,50 +0,265  °° 4,87 + 0,723 ha
2D7 563+0,764 " 2,83 + 0,473 Bode
2E11 1,70+ 1,136 A 1,87 + 0,208 Aode

E4 1,47+0,513 A 1,80 + 0,600 Aode

2F3 2,40+1,179 4,37 + 0,710 Aab

Helper 1,07+0,153  *° 1,43 + 0,252 Ade
Pool 1,63+0,503  °° 3,27 £ 0,116 Abe
PBS 1,07+£0,351 *° 1,13 + 0,208 he

Os dados sdo médias + desvio padrao.

Letras maiusculas diferentes na mesma linha, representam diferenga estatistica entre os dias

de coleta.

Letras minusculas diferentes na mesma coluna representam diferenga estatistica entre os

grupos experimentais.

Para a comparagdo entre os dias de coleta foi utilizado o teste t-Student com o nivel de

significancia de 5%.

Para a comparagao entre os grupos experimentais foi utilizado a analise de variancia, e quando

houve diferenga significativa, o teste de comparagdo multipla Student Newman-Keuls com o

nivel de significancia de 5% (P< 0,05)
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Tabela 5 Niveis de anticorpos no soro de camundongos contra os peptideos
complexados ao fago, fago helper, pool de fagos complexados, PBS, e
proteinas totais de larvas de carrapato, calculados pelo teste de ELISA, 19 dias

apos a primeira imunizagao.

Grupo 19 Dias Ag Total 19 Dias
2E4 3,10+0,173 "™ 3,00 + 1,609 ha
2D8 2,43+ 1,124 1% 2,20 + 0,700 Aabe
2F4 2,60+ 1,179 A% 2,60 + 0,436 hab
2D2 1,50+ 0,872 A% 1,57 + 0,493 Aabe
2E6 4,87+0,723 ™ 2,13+0,322 Babe
2D7 2,83+0,473 "% 1,37 £ 0,252 Aabe

2E11 1,87 £0,208 A% 1,87 + 0,306 Aabe
E4 1,80+ 0,600 A% 2,40 + 0,436 Aabe
2F3 4,37+0710 " 0,83+ 0,153 Be

Helper 1,43+0,252 A% 1,17 + 0,153 Abe
Pool 327+0,116 " 1,57 + 0,404 Babe
PBS 1,13+0,208 *° 1,00 + 0,200 Abe

Os dados sao médias + desvio padrao.

Letras maiusculas diferentes na mesma linha, representam diferenca estatistica entre os dias
de coleta.

Letras minusculas diferentes na mesma coluna representam diferenga estatistica entre os
grupos experimentais.

Para a comparagéao entre o dia de coleta 19 dos peptideos com o antigeno total, foi utilizado o
teste t-Student com o nivel de significancia de 5%.

Para a comparacao entre os grupos experimentais foi utilizado a analise de variancia, e quando
houve diferenca significativa, o teste de comparacdo multipla Student Newman-Keuls com o
nivel de significancia de 5% (P< 0,05)

60



Doze dias ap06s a primeira imunizagao os soros dos 2 bovinos imunizados
com o pool ndo foram reativos aos peptideos 2D8, 2F4, 2D2, 2E6 e 1 dos
bovinos nao respondeu ao E4, pool, helper e PBS. Os clones mais reativos
foram o 2F3 (SIPTYTPDKVTY), que foi estatisticamente diferente do 2D8
(VNYNGKEHLLIP) e 2D2 (SPLNNFYKTQLR), o 2D7 (SNNADYKQSLLL) e o
2E4 (DAWKMRLSQMYD), que nao diferiram estatisticamente dos outros
clones, do helper, do pool e do PBS (Tabela 6).

Os clones mais reativos dos bovinos foram: 2E4 (DAWKMRLSQMYD),
2D7 (SNNADYKQSLLL) e o 2F3 (SIPTYTPDKVTY). Estes trés peptideos nao
diferiram estatisticamente entre si, mas foram diferentes em relacéo aos outros,

com excecgao do 2F3.

Entre os dias 12 e 19 apdés a imunizacdo, houve diferenca estatistica
apenas para o peptideo 2D2 (SPLNNFYKTQLR), em que houve um aumento
do IE.

61



Tabela 6 — Niveis de anticorpos, calculados pelo teste de Elisa, no soro de
bovinos imunizados com o pool de peptideos contra cada um dos peptideos
complexados ao fago, o pool de fagos complexados, o PBS e dos bovinos
imunizados com o fago helper contra o mesmo, nos dias 12 e 19 apds a

primeira imunizagao.

Grupo 12 Dias 19 Dias
2E4 1,60 + 0,424 A% 2,15+ 0,071 ha
2D8 065+0354 ™ 1,00 + 0,141 he
2F4 0,80+0,283 " 1,15+ 0,071 Aode
2D2 0,70+0,000 * 1,45 + 0,071 Abed
2E6 1,00+ 0,000 A% 1,50 + 0,283 Abed
2D7 1,70+0,141 A% 2,10 + 0,141 ha
2E11 1,50 +0,141 A% 1,55 + 0,071 Abe
E4 1,35+ 0,495 A% 1,30 + 0,141 Acde
2F3 1,85+0,212 " 1,85 + 0,071 Aab
Helper 1,00+ 0,424 A% 1,30 + 0,141 Aode
P 1,20+0,283 A 1,50 + 0,141 Abed
PBS 1,05+0,212 A% 1,05 + 0,071 Ade

Os dados sdo médias + desvio padrao.

Letras maiusculas diferentes na mesma linha, representam diferenga estatistica entre os dias
de coleta.

Letras minusculas diferentes na mesma coluna representam diferenga estatistica entre os
grupos experimentais.

Para a comparagdo entre os dias de coleta foi utilizado o teste t-Student com o nivel de
significancia de 5%.

Para a comparacao entre os grupos experimentais foi utilizado a analise de variancia, e quando
houve diferenca significativa, o teste de comparagdo multipla Student Newman-Keuls com o
nivel de significancia de 5% (P< 0,05). O Indice Elisa foi calculado tal como para os

camundongos.
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Desafio dos bovinos imunizados

Os bovinos desafiados doze dias apds a primeira inoculagdo, nao
apresentaram, 24 dias ap6s a primeira infestacao, carrapato entre 4,5 e 8,0 mm
(WHARTON et al. 1970). Sabe-se que para um animal susceptivel, a proporgéao
de larvas que conseguem fixar-se nele e completar o ciclo é de 20%
(WILLADSEN et al., 1977, citado por VERISSIMO, 1990).

Avaliagées por bioinformatica

A similaridade dos peptideos selecionados, 2E4 (DAWKMRLSQMYD),
2D7 (SNNADYKQSLLL), 2E6 (VNWNSWHKTNLS) e 2F3 (SIPTYTPDKVTY)
com as proteinas do carrapato B. microplus depositadas no GENEBANK

(http://www.ncbi.nlm.gov) foi avaliada (Tabela 7) e demonstrou-se que, dentre

as quatro proteinas alvo alinhadas, a calreticulina foi a que obteve maior

numero de alinhamentos, incluindo 3 dos 4 peptideos acima citados.
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Tabela 7 Proteinas do Boophilus microplus similares aos peptideos

selecionados alinhados pelo BLAST

Proteina ligante

Homologia GENEBANK

Antigenicidade da Proteina

Precursor de
calreticulina
gbJAAN03709.1]

DAWKMRLSQMYD
1 DAWK 4
DAWK
30 DAWK 33
SNNADYKQSLLL
2 NNADYK7
NN +YK
266 NNPEYK 271
SIPTYTPDKVTY
3 PTYTPD 8
P YTPD
296 PEYTPD 301

Enzima semelhante
a conversora de
angiotensina
gb|AAB04998|.1

SNNADYKQSLLL

1 SNNADYKQSL 10
SN DY Q++
79 SNIT DYNQNM 88

Esterase VNWNSWHKTNLS
gb|AAF00496.1| 5 SWHKTN 10
SW KTN
189 SWIKTN 194
Lipocalina DAWKMRLSQMYD
gbJ|AAS59160.1] 1 DAWK 4
DAWK
40 DAWK 43
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=06003565&dopt=GenPept
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=45360102&dopt=GenPept

DISCUSSAO

No presente experimento, inicialmente o soro policlonal foi produzido em
galinhas previamente sensibilizadas com proteinas totais de larvas de
carrapato. Pelo processo de biopanning, em que a biblioteca de peptideos
expostos em fagos é colocada contra o alvo, foi possivel isolar os peptideos
com similaridades estruturais as proteinas totais de larvas de carrapato,
através de varios ciclos de sele¢ao por imunoafinidade contra IgY especificas
para as proteinas totais do parasita (PARMLEY e SMITH, 1988). Embora, ndo
tenha sido verificado o enriquecimento da subpopulacao de fagos similares as
proteinas totais de larvas, ocorreu um aumento da afinidade dos peptideos

contra o alvo em questio.

Os peptideos que apresentaram maior frequéncia de clones e com maior
indice antigénico (bioinformatica e dot blotting com soro de galinha), foram
selecionados para a imunizagdo de camundongos e bovinos. O ciclo de
imunizagdes segundo Barbas et al. (2001) ndo ficou completo pois seria
necessaria mais uma imunizacdo com 28 dias apds a primeira (segundo
booster) e mais uma coleta de sangue com 14 dias apds a revacinagéo para

posterior teste de ELISA.

Analisando-se os dados iniciais pode-se inferir que os peptideos em fagos
induziram resposta imune, avaliado pelo calculo do indice ELISA, e os mais
imunogénicos foram 2D7 (SNNADYKQSLLL), 2E6 (VNWNSWHKTNLS), 2F3
(SIPTYTPDKVTY) e 0 2E4 (DAWKMRLSQMYD).

O teste de ELISA confirmou o indice de antigenicidade predita para os
peptideos 2D7 (SNNADYKQSLLL), 2E6 (VNWNSWHKTNLS) e 2F3
(SIPTYTPDKVTY). O peptideo 2E4 (DAWKMRLSQMYD) nao foi considerado
antigénico pelo Protean (Lasergene softwares), mas sim pelo teste de Elisa.
Isto reforca a importancia da avaliacdo bioldgica para a determinacdo da

antigenicidade.

Patarroyo et al. (2000) utilizaram a metodologia de predicdo de regides

antigénicas da proteina Bm86 e desenvolveram trés peptideos sintéticos, que
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apresentaram antigenicidade e imunogenicidade similares a proteina original.

As sequéncias selecionadas no presente trabalho apresentam os motivos
proteicos NxxxKxxL (2D7, 2E6 e 2E4) e o motivo TPDKS (2E4). Estas
sequéncias alinharam-se com algumas proteinas do carrapato, principalmente,
a calreticulina. A calreticulina (CRT) € uma proteina ligante de calcio, altamente
conservada (COPPOLINO e DEDHAR, 1998), encontrada em todas as células
de eucariotos, exceto nos eritrocitos. Esta localizada principalmente no reticulo
endoplasmatico (RE) das células, onde atua como um controle de qualidade da
proteina (KOVACS et al., 1998). Pode ser encontrada em outros
compartimentos celulares e com outras fungdes biologicas, sendo liberada
extracelularmente pelas células durante infecgao, stress, e morte celular. Nas
reagdes imunoldgicas a calreticulina pode se ligar ao C1qg, um subcomponente
do primeiro componente do complemento. Apds ser excretada pela célula a
calreticulina pode interferir com a ativagao da cascata do sistema complemento
no local da inflamacéo pela ligagédo com o C1q, interferindo na interagdo com o
complexo imune associado ao anticorpo. Varios estudos mostraram que a
calreticulina humana tem 50-60% de aminoacidos idénticos a proteinas
encontradas nos parasitas de humanos, como o: Onchocerca volulus (filaria),
Schistossoma mansoni (tremadoda), Plasmodium falciparum (protozoario da
malaria). O mesmo motivo de ligagdo ao C1q presente nestas formas de CRT
derivada destes parasitas pode ter a fungado de prevenir a ativagdo do sistema
complemento pelos hospedeiros. Jaworski et al. (1995) observaram que
especies do carrapato Amblyomma americanum ao se alimentarem nos
hospedeiros, secretam calreticulina junto com outros fatores anti-complemento.
Outras funcodes atribuidas a CRT sdo: o dominio N-terminal da CRT modula a
expressao dos genes do receptor de glicocorticoide, tanto in vitro como in vivo,
via interacdo proteina com proteina; o dominio C-terminal da CRT interage
especificamente com fatores da coagulagéo (IX, X, protrobina) estudada da
calreticulina; o dominio P tem uma significante similaridade com a calnexina
(proteina da membrana do ER), que tem fung¢do chaperona (JOSHI et al.,
1996).
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Ferreira et al. (2002) clonaram, caracterizaram a sequéncia e analisaram
a expressdao da calreticulina, codificando o cDNA do B. microplus. A
similaridade e as analises filogenéticas indicaram uma forte relagédo com outras
sequéncias de CRT de artrépodes. A proteina recombinante (rBmCRT) induziu
a produgao de anticorpos em coelhos. Em bovinos, infestados pelo carrapato
B. microplus, esta proteina nido foi capaz de induzir resposta imune humoral
(IgG). A CRT, em muitas situagcbes tem monstrado ser altamente imunogénica
para mamiferos. A CRT da Dirofilaria immitis foi reconhecida pelo soro de caes
infestados (TSUJI et al.,, 1998). Pacientes humanos com oncocercose
(ROKEACH et al., 1994), esquistossomose (KHALIFE et al., 1993), infestados
com Tripanossoma cruzi (MARCELAIN et al., 2000) ou Necator americanus
(PRITCHART et al., 1999) apresentaram anticorpos que reconheceram a CRT
dos respectivos parasitas. A CRT do Amblyomma americanum foi reconhecida
pelo soro de coelhos e humanos infestados pelo carrapato (SANDERS et al.,
1998, 1999). A rBmCRT né&o produziu resposta imune humoral em bovinos
infestados por B. microplus, embora tenha sido reconhecida pelo soro de caes
infestados por Rhipicephalus sanguineus. A reagdo cruzada entre anticorpos
anti-CRT ja foi demonstrada entre carrapatos (SANDERS et al., 1998, 1999).

O peptideo 2E4 também se alinhou a proteinas da familia das lipocalinas,

que tém funcéo imunoldgica e de hemostasia.

Os peptideos 2D7 e 2E6 alinharam-se com as proteinas enzima
conversora de angiotensina e esterases, respectivamente. A enzima
conversora de angiotensina (ACE) € uma carboxipeptidase, que tem como
principais fun¢gdes nos mamiferos o controle da pressdo sanguinea, a
homeostasia dos fluidos e eletrélitos e participagcdo em alguns processos
relacionados a reprodugdo e imunidade (JARMEY et al., 1995). Nos
artrépodes, os substratos tradicionais da ACE, tais como angiotensina |,
bradicinina e substadncia P, ndo tem sido demonstrado. A atividades desta
carboxipeptidase so6 foi relatada em artropodes para a Musca domestica.
Jarmey et al. (1995) encontraram similaridade da ACE com a Bm91, proteina
do intestino do carrapato identificada como um antigeno protetor para uma

vacina contra carrapatos. O peptideo 2E6 alinhou com esterases presentes na
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saliva do carrapato. ANDREOTTI (2002) identificou uma proteina inibidora de
serino-proteases (BMTI) que possui um efeito protetor de 72,8%, apods a

administracao de trés doses nos animais. A vacina continua em teste.

Ha mais de trés décadas tem se buscado desenvolver uma vacina eficaz
contra o carrapato B. microplus, em fungao dos prejuizos que o seu parasitismo
acarreta a pecuaria mundial. A proteina Bm86 foi identificada como antigeno
para a composi¢ao de vacina, chegando a ser comercializada como é o caso
da TickGard e TickGard Plus com a Bm86 clonada em E. coli (WILLADSEN et
al., 1989 e WILLADSEN et al., 1997) e a Gavac com a Bm86 clonada em P.
pastoris (RODRIGUEZ et al., 1994), mas nao apresentando ainda a eficacia
ideal para uma vacina protetora, além da necessidade da aplicacdo de
produtos quimicos concomitantemente. Outros antigenos foram e estdo sendo
estudados: a Bm91 (RINDING et al., 1994), BMA7 (MCKENNA et al., 1998),
BYC (LOGULLO et al., 1998), Bm95 (GARCIA-GARCIA, 2000), pro-catepsina e
antigeno B (WILLADSEN, 2001), peptideos sintéticos (PATARROYO et al.,
2002), serino-proteases (ANDREOTTI, 2002), vitelina e GP80 (TELLAN et al.,

2002), na tentativa de encontrar a vacina ideal.

No presente estudo foram utilizados anticorpos policlonais para selecionar
epitopos lineares, que induziram resposta imune tanto em camundongos com
em bovinos. Outros estudos estdo sendo conduzidos para caracterizar a

sensibilidade e especificidade aos peptideos selecionados.
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CONCLUSAO

e A selecdo de peptideos por phage display apresentou-se eficiente
para obtencdo de sequéncias consenso a partir de anticorpos
policlonais;

o Peptideos obtidos apresentaram alinhamentos similares com

proteinas antigénicas do Boophilus microplus;

o Obteve-se resposta imune em camundongos e bovinos contra os

peptideos selecionados;

° Bovinos infestados ndo apresentaram quantidade de carrapatos de

tamanho entre 4,5 e 8,0 mm para contagem.

° Peptideos que conferiram resposta imune com os maiores titulos,

alinharam-se com a calreticulina.
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