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APRESENTACAO




Melhores indices de produtividade na pecuaria brasileira s6 poderédo ser
atingidos através do aprimoramento dos sistemas de producdo de bovinos, o que
sera conseguido pela intensificacdo do manejo, melhor controle sanitario e pelo
melhoramento genético dos rebanhos. Nesse contexto, as praticas de manejo
visam propiciar maior lotagdo dos pastos, aumentando a concentragao animal e a
produtividade, dentro de um limite econbémico viavel. Essa situagcdo pode
favorecer a ocorréncia de alteragdes nas relagcdes entre os organismos envolvidos
e conseqlentemente a necessidade de um maior controle dos parasitos dos
bovinos, dentre os quais se destaca o carrapato dos bovinos Rhipicephalus
(Boophilus) microplus (Canestrini, 1887).

O carrapato € o ectoparasito mais importante dos bovinos brasileiros,
ocasionando um prejuizo que chega a ultrapassar os dois bilhées de dolares ao
ano devido principalmente a mortalidade dos animais (proximo de 1,2%) e
transmissao dos agentes causadores da Tristeza Parasitaria Bovina (Anaplasma
sp. e Babesia spp.), diminuicdo do ganho de peso (aproximadamente 6
Kg/animal/ano), danos ocasionado no couro, gastos com produtos quimicos,
instalagbes, equipamentos e méao de obra para o seu controle e diminuicdo da
producgao de leite.

O combate ao carrapato dos bovinos tem sido na maioria das vezes,
realizado quase que exclusivamente na sua fase parasitaria, com a utilizagdo de
carrapaticidas quimicos, o que corresponde apenas a 5% do total da populacéo
de carrapatos numa propriedade. A aplicagéo desses produtos é feita por meio de
aspersao, imersdo, dorsal (pour-on) ou injetavel (avermectinas e milbemicina).
Cada método apresenta suas vantagens e desvantagens e a escolha depende,
entre outros fatores, da regido geografica, tipo de criagdo, manejo e numero de
animais. Na maioria das propriedades o carrapaticida é aplicado mediante uma
avaliacao pessoal e empirica do produtor e variam de seis a vinte e quatro
tratamentos por ano (controle tradicional). Porém, em algumas regiées, baseado
em um trabalho especializado sobre o conhecimento da ecologia e epidemiologia
do carrapato, os periodos de tratamentos s&o pré-definidos (controle estratégico),
como nas regides Sul, Sudeste e Centro-oeste.

Os custos altos para o desenvolvimento de novas moléculas quimicas

chocam com a curta vida util que elas apresentam e o uso apenas do controle



quimico n&do é uma pratica muito atrativa para o produtor rural do ponto de vista
econdmico, ja que a eficiéncia destas moléculas diminui a cada ciclo de vida do
carrapato com a selecédo de gendétipos mutantes resistentes.

A crescente preocupagcdao com a continua introducdo de produtos
quimicos no meio ambiente, o seu alto custo, toxidez e o aparecimento da
resisténcia, demandou a busca de outros métodos de controle de carrapatos. As
vacinas apresentam uma atrativa alternativa a metodologia quimica tradicional
para o controle de carrapatos, pois apresentam controle profilatico e terapéutico,
nao sao agentes quimicos, e possuem menor custo e maior tempo para o
desenvolvimento da resisténcia dos parasitos.

O desenvolvimento de vacinas contra o carrapato bovino surgiu na
década de 30. Atualmente existem vacinas recombinantes de tecnologia
australiana e cubana. Estas vacinas utilizam proteinas da membrana das células
do intestino do carrapato para imunizar os animais, que irdo produzir anticorpos
que lesam principalmente o intestino do carrapato. Estas vacinas nao
asseguraram ao rebanho o grau de protecédo desejado. A utilizagdo de vacinas
contra o carrapato bovino ainda é uma pratica pouco utilizada na pecuaria
brasileira e mundial, pelo fato de nao existirem no mercado, produtos com
eficiéncia e que garanta o controle sem utilizacdo de métodos quimicos
associados.

Estes dados combinados indicam a importancia da busca de métodos
alternativos de controle dos carrapatos em bovinos. Entre os métodos alternativos
estdo a busca e o desenvolvimento de antigenos mais eficientes para a
constituicdo de uma vacina eficaz.

No presente trabalho, realizou-se uma busca na tentativa da identificacao
e caracterizacdo de novos antigenos do carrapato bovino Rhipicephalus
(Boophilus) microplus. O presente trabalho ainda demonstrou que um perfil geral
dos epitopos de um organismo pode ser obtido e a construgdo de um banco de
peptideos epitopos especificos representa uma importante contribuicdo para o

desenvolvimento de vacinas multi-antigénicas.



FUNDAMENTAGAO TEORICA

Taxionomia e filogenia do Rhipicephalus (Boophilus) microplus

Os Carrapatos (Filo Arthropoda; Subfilo Chelicerata; Classe Aracnida;
Subclasse Acari; Ordem Parasitiformes; Subordem Metastigmata; Familia
Ixodidae) sdo de importancia veterinaria e médica em nivel mundial devido a sua
capacidade de provocar danos diretos e indiretos em animais e humanos.
Felizmente, ocorreram grandes progressos na compreensao da evolugdo dos
carrapatos desde meados dos anos noventa, quando os primeiros métodos
moleculares foram aplicados no estudo da filogenia de carrapatos. Estudos
filogenéticos provém um quadro evolutivo para que os pesquisadores utilizem
como auxilio na compreenséao da biologia e dos fenétipos das espécies. Assim, foi
possivel a obtencdo de um relativo consenso entre a maioria dos pesquisadores
com relagdo a filogenia. Como exemplo, algumas espécies de Rhipicephalus
estdo mais estreitamente relacionadas com as espécies de Boophilus do que as
proprias espécies de Rhipicephalus estdo relacionadas entre si. Desta forma, o
género Boophilus tornou — se, segundo esses trabalhos, um subgénero de
Rhipicephalus com a denominagdo de Rhipicephalus (Boophilus) microplus
(Barker e Murrell, 2002a). Atualmente, a nomenclatura final ainda ndo esta
definida.

Origem

O registro mais antigo da presencga 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 hemato6fago por Plinio em sua Histdria Naturalis.

O Boophilus, palavra que em grego significa “amigo do boi”, esta
compreendido dentro do género Rhipicephalus: Rhipicephalus (Boophilus)
annulatus, Rhipicephalus (Boophilus) microplus e Rhipicephalus (Boophilus)
decoloratus. O Rhipicephalus (Boophilus) annulatus esta presente na América do
Norte (Estados Unidos e México); o Rhipicephalus (Boophilus) microplus é

encontrado na América Central, América do Sul, Australia, Oriente, Sul da Flérida,



Sul e Este da Africa; e o Rhipicephalus (Boophilus) decoloratus é essencialmente

uma espécie africana, distribuindo-se pelo sul e pelas regides umidas do Saara.

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

Morfologia (Arthur, 1960) e (Nufies et al., 1982)

Larvas — Apresentam cerca de 500 um de comprimento por 400 um de largura,
forma ligeiramente ovoéide e possuem trés pares de patas. Sao quase translucidas
ao sairem do ovo e sua quitina fica de coloracao marrom-avermelhada ap6s curta
exposicao ao ar. O escudo dorsal cobre o corpo totalmente. Na face ventral, esta

a vesicula excret6ria com cristais de guanina de cor branca no seu interior.

Ninfas — Antes de ingurgitarem, medem aproximadamente 1 mm de comprimento
e possuem tonalidade de translucidas (logo apds o nascimento) até cinza escuro,
quando ingurgitadas. Possuem quatro pares de patas e o hipostdmio 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 dentigdo 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 localizacao antero-lateral. Na face ventral ha cerdas finas e
esbranquicadas. Abertura genital localizada ao nivel da coxa Il e a anal no tergo
posterior entre a coxa IV e a extremidade posterior. As placas adanais sdo longas
e providas de cerdas. Escapula triangular e bem delimitada. As patas sédo de
comprimento moderado, mais compactas nas fémeas, com numerosas cerdas
finas e esbranquicadas. O peritrema € 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 de largura e chegam a atingir 13 mm de comprimento por 8 mm de



largura, quando totalmente ingurgitadas. Hipostdbmio curto, com denticdo
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 coloragédo castanha bem
clara a castanha escura. Olhos na margem escutal, delimitando-a, de cada lado,
em regides antero-lateral e postero-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.

Hospedeiros

O principal hospedeiro do Rhiphicephalus (Boophilus) microplus & o bovino,
mas outros animais podem ser parasitados, entre eles bufalos, jumentos, burros,
ovinos, caprinos, cées, gatos, porcos, veados, ongas, pregui¢as, cangurus,

coelhos e cervideos (Riek, 1959).

Distribuicdo geografica

O Rhipicephalus (Boophilus) microplus distribui-se geograficamente entre
os paralelos 32N e 325, com alguns focos até 35N e 35S (Wharton, 1974). No
Brasil, o carrapato Rhiphicephalus (Boophilus) 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 funcdo das condi¢des climaticas, as
regides de maior incidéncia do carrapato sao sul, sudeste e centro-oeste (Horn e
Arteche, 1984).

Ciclo de vida

O carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus € um parasito 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 nao sofre influéncia das variacbes do tempo
em determinada regido climatica, com excecao de pequena elevac¢ao do periodo

parasitario, em decorréncia do aumento do fotoperiodo nos meses de verdo. 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 fixacao
das larvas no hospedeiro susceptivel e termina quando os adultos, inclusive as
fémeas fecundadas e ingurgitadas chamadas de teledginas, caem desse
hospedeiro. No 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 pescog¢o e face interna da orelha
(Verissimo, 1987). Segundo Doube e Kemp (1979), a temperatura da pele bovina
influéncia na fixagcédo e sobrevivéncia das larvas, e verificar-se a tendéncia das
mesmas em se acumularem nas regides do corpo do hospedeiro onde a

temperatura cutanea esta entre 31TC e 38T.

As larvas apdés a fixagdo, que consiste na penetracdo 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 permanecem no corpo do
bovino por dois ciclos acasalando-se com varias fémeas. As metaninfas que
liberam fémeas (neodginas) 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 partenégina e a ingurgitada apos a
cbdpula, teledgina (Pereira, 1980). A teledgina chega a ingerir em torno de 3 mL de

sangue durante a fase parasitaria.

A fase ndo parasitaria € muito influenciada pelas condigdes climaticas e
ambientais. Essa fase comec¢a 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 duragdo média de quize a

dezessete dias, a temperatura de 27C e umidade re lativa do ar superior a 80%



(Gonzales, 1975). A quantidade de ovos postos por uma fémea é proporcional ao
peso alcangado por ela, o qual é uma conseqiéncia da quantidade de sangue
ingerido (Diehl et al., 1982). Rocha et al. (1985) verificaram uma relagédo 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 Rhipicephalus
(Boophilus) microplus ao realizar a postura passa cada ovo por uma glandula
(6rgao de Gené), cuja secrecao ceracea tem a propriedade de impermeabiliza-los
e aglutina-los em massa compacta (Fortes, 1987). A fémea apds finalizar a
oviposicdo é denominada quendgina. A fase de incubacao 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, vibragbes e concentracdo 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 22T e 90% de umidade foi de
240 dias.

Prejuizos econdmicos

Baseado nas informacgdes fornecidas pelas Secretarias de Agricultura nos
estados brasileiros, Horn e Arteche (1984) estimaram os seguintes prejuizos
causados pelos Rhipicephalus (Boophilus) microplus, que chegavam a 968
milhdes de dolares: 1,2% devido a mortalidade, a diminuigdo do ganho de peso (6
kg/animal/ano), efeitos sobre o couro, gastos com carrapaticidas, diminuicédo da
producdo de leite (1,5 bilhdes de litro). 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 dois bilhées de
doélares. Os prejuizos, considerando apenas o setor de couros, sdo de mais de R$

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

O Rhipicephalus (Boophilus) microplus causa, principalmente, no rebanho
leiteiro nacional, que €& cerca de 25 milhdes de cabecas e formado
predominantemente de ragas européias, com destaque para a raga Holandesa,

uma diminuicdo na producdo de leite de 10 a 15%, dependendo do grau de



infestacéo (Grisi et al.,, 2002). Levando-se em consideragdo uma producao de
19,7 bilhdes de litros de leite por ano (IBGE, 2000), pode-se estimar prejuizos em

torno de 200 milhées de doélares.

O carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus também causa prejuizos
por ser um importante transmissor de hemoparasitoses: Anaplasma sp (rickettsia)
e Babesia spp (protozoario). Estes dois hemoparasitos s&o responsaveis pela

tristeza parasitaria bovina.

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
producao de anticorpos IgG e infiltrado de basdfilos; resposta Th2 com produgéo
de IgE e hipersensibilidade do tipo 1. Cada um destes trés tipos de respostas
pode modificar a pele do animal e prejudicar a alimentagédo do parasito. A saliva

do carrapato reduz a fungdo do macréfago e € imunossupressora (Tizard, 2000).

Existem diferengas 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) sdo mais susceptiveis
as infestagcbes pelo Rhipicephalus (Boophilus) microplus que os animais das
ragas zebuinas (indianas). Dentro das ragas européias a raca mais resistente aos

carrapatos é a Jersey (Utech et al., 1978).

Em um animal altamente resistente, a propor¢c&o 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
Rhipicephalus (Boophilus) 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
mastdcitos dérmicos por unidade de volume na regido da virilha que os taurinos.

As alteragcdes 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 nao afetou a oviposicdo, 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 raga
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 proporgao 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 esta¢ao do ano, observou que a
populacéo de carrapatos diminui muito no inverno, aumentando significativamente
nas estacdes de temperatura mais alta, com pico no outono. O aumento das
infestacbes no veréo estaria ligado ao estresse provocado pelo calor, e 0 pico no
outono, ao encerramento do fotoperiodo. Gomes (1992) e Silva (1996)
observaram em um rebanho da ragca Gir, que a estacdo do ano de maior
infestagdo é o inverno e a de menor € o verdao. Com relagdo a idade Gomes
(1992) também observou um decréscimo na resisténcia a partir de trés anos de
idade, em fémeas adultas da raca Gir. Levando-se em consideracao os aspectos
nutricionais, Sutherst et al. (1983) demonstraram que os animais suplementados
foram mais resistentes do que os ndo suplementados independentes de sexo e
raca. Com relagdo ao sexo, Stear et al. (1989) observaram que machos mestigcos
% Brahman X Va4 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
racdo 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 Rhipicephalus

(Boophilus) microplus.
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Schleger et al. (1976) ao estudar as alteragdes teciduais ocorridas
durante o parasitismo dos bovinos pelo Rhipicephalus (Boophilus) microplus,
verificaram que o grau de desgranulacdo de eosindéfilos € maior no local da
fixacdo da larva nos animais resistentes. De acordo com os mesmos autores, a
formacgao do complexo antigeno-anticorpo, fixagdo de complemento e linfocinas é
que atrai os eosindfilos. Ocorre também um grande afluxo de basdfilos e
mastocitos  (Willadsen, 1977 citado por Verissimo, 1990). Uma hipotese
aboradada é que 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 lesédo tecidual,
evidenciada pela vesicula epidérmica observada nos hospedeiros e irritacéo local.
Estes produtos também s&o toxicos para a larva, impedindo sua alimentag&o ou
forcando a migracao para outro local. A irritagdo também estimula a auto limpeza
e a vesicula epidérmica que se forma sob o local da fixacao, facilitando a remoc¢ao
das larvas. Nas fases finais do ciclo parasitario ocorre intensa infiltracdo de

neutréfilos, atraidos pelos fatores produzidos pela fixacado de complemento.

Tratamento carrapaticida e controle do carrapato

7

A aplicacdo de carrapaticidas € a principal pratica utilizada pelos
produtores rurais no tratamento e controle dos carrapatos. A constante utilizagao
dos acaricidas, na maioria das vezes de maneira incorreta, acarreta a selecéo de
cepas resistentes. Os produtos sdo aplicados por pulverizagdo, onde sao
utilizados diferentes equipamentos (bomba costal, bomba elétrica), aspersao e
imersédo (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

acao sao (Spinosa et al., 1999):

e Organofosforados: atuam por inibicdo irreversivel da acetilcolinesterase,
interferindo na transmissdo nervosa e neuromuscular com conseqiente morte do

parasito. Podem ser utilizados pelas vias injetavel e topica.
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e Amidinas: possuem atividade agonista adrenérgica, através da inibigcdo da
monoamino oxidase (MAO) e outras enzimas. Causam depressdo do sistema

nervoso do parasito. Sao utilizadas topicamente.

e Piretréides: agem inibindo o transporte de sédio e potassio no sistema nervoso

do parasito. Sao utilizados pela via topica.

e Avermectinas e Milbemicinas: potencializam a agado inibidora neuronal
mediada pelo GABA, promovendo hiperpolarizagdo do neurdnio e inibindo a
transmissdo nervosa. Esse mecanismo de ac&do seria efetivo em mamiferos,
entretanto demonstrou-se que em insetos existe também a acdo 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 é um ativador especifico do portdo-glutamato, comumente
encontrado no inseto. Como conseqiiéncia, ha um aumento da permeabilidade da
membrana aos ions cloro, resultando em redugado da resisténcia da membrana

celular. S3o utilizados na forma oral, intra-ruminal, injetavel e topica.

e Benzoilfeniluréia - Fluazuron: sao inseticidas seletivos que atuam pela inibicao
da deposigcédo de quitina. Os artropodes afetados sao incapazes de promover a
ecdise, perdem hemolinfa, adquirem coloracdo escura, morrendo devido a

desidratagéo. S&o utilizados pela via topica.

e Derivados dos Fenilpirazéis — Fipronil: a molécula Fipronil inibe nao
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 hiper excitagdo. A administracéo é
tépica.

Uma forma cientifica de controle estratégico € a realiza¢ao de tratamentos
baseados no ciclo de vida e na epidemiologia dos carrapatos utilizando
carrapaticidas selecionados pelo biocarrapaticidograma. O sistema estratégico
convencional € 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 vinte e um dias, ou trés a quatro aplicagbes de

carrapaticida “pour on”, também carrapaticida de contato, intervaladas de 30 dias.

12



Esse mesmo intervalo de 30 dias é feito com a utilizagdo de produto injetavel ou
“pour on” (Furlong et al., 2004). Ap6s a série de tratamentos, os animais terdo
poucos carrapatos por muitos meses, e nao precisardo de novas aplicacdes.
Tratamentos taticos sdo necessarios entre as séries de banho, de um ano para o
outro, caso os animais apresentem mais de 20 teledéginas em um dos lados do
corpo. Furlong (1993) recomenda apenas o tratamento tatico dos animais mais
infestados, constituindo assim uma populagéo de refugio no sentido de retardar o
aparecimento da resisténcia. Particularidades regionais, determinadas
principalmente pelas condigdes de temperatura, umidade e altitude, além das
racas dos animais e suas suscetibilidades aos agentes da tristeza parasitaria
bovina, precisam ser consideradas e adaptacdes devem ser feitas para se obter

SucCesso.

No Brasil, a primeira constatacdo de resisténcia dos carrapatos aos
carrapaticidas foi com relacdo aos 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

diferencas apenas no momento da constatagéo e publicacdo (Gonzales, 1993).

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

resisténcia aos endectocidas.

O conhecimento de novos genes e a determinagdo de marcadores
moleculares relacionados a resisténcia de carrapatos a carrapaticidas permite
uma rapida identificacdo destes gendtipos, comparada aos tradicionais métodos
utilizados, auxiliando na tomada de decisdo para um melhor e mais eficaz método
de controle (Pereira et al., 2004, Lino e Goulart 2003).

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.

Controles alternativos
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Vacinas

Como conceito original, as vacinas tém como objetivo imitar o
desenvolvimento da imunidade adquirida naturalmente pela inoculagcdo de
componentes nao patogénicos, mas imunogénicos do patégeno alvo, ou mesmo
de organismos estreitamente relacionados. O termo “vaccine” (do latin “vacca”,
que em portugués significa vaca) foi primeiramente descrito por Edward Jenner
(1789) na descri¢cao da inoculagdo de humanos com o virus cowpox para conferir

protecao contra o virus da variola infectante em humanos.

As vacinas apresentam uma atrativa alternativa @ metodologia quimica
tradicional para o controle do Rhipicephalus (Boophilus) microplus, pois
apresentam controle profilatico e terapéutico dos agentes causadores de diversas
doengas em humanos e animais, ndo sdo agentes quimicos, possuem menor
custo e maior tempo para o desenvolvimento da resisténcia dos parasitos
(Willadsen, 1997).

A possibilidade para o desenvolvimento de vacinas contra o carrapato,
processo cogitado anteriormente apenas para virus, protozoarios e bactérias
viabilizou-se ap6s as observacbes de que infestacdes de bovino em condi¢des
naturais desenvolver expressiva resposta imune contra os tecidos do carrapato.
Esta observacdo levou diversos grupos a procura de antigenos de carrapatos
capazes de conferir protecdo ao bovino. A maior parte dos esforgos para a
procura de antigenos foi concentrada no aparelho digestivo e na glandula salivar
do carrapato. Foi proposto também o emprego como antigenos na elaboragéo de
uma vacina, proteinas do carrapato com fungdes fisiologicamente essenciais a
sua sobrevivéncia e com as quais o sistema imune do bovino normalmente n&o
entraria em contato. No entanto, a procura de bons alvos internos do animal

esbarra na falta de conhecimento bioquimico mais detalhado da sua fisiologia.

Varias moléculas envolvidas na fisiologia do carrapato e sua interagéo
com o hospedeiro tém sido descritas por diversos grupos de pesquisa. O estudo
dessas proteinas possibilita a identificacdo de novos antigenos para o
desenvolvimento de vacinas. Uma vez que estas tenham sido caracterizadas, os
seus respectivos genes poderdo ser clonados de modo que estas proteinas

possam ser produzidas nas quantidades necessarias para testes de
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imunoprotegado. O fato de que anticorpos bovinos funcionais sdo encontrados em
varios tecidos do carrapato expandiu o leque de moléculas-alvo para além
daquelas presentes no intestino de forma que moléculas presentes em
praticamente qualquer tecido do carrapato passaram a ser alvo potencial (Da
Silva Vaz Junior, 1996).

Para entender o principio do funcionamento da vacina contra carrapatos é
importante compreender as reagdes imunolégicas dos hospedeiros aos
carrapatos, o que se traduz bioquimicamente na relacao parasito-hospedeiro. A
interacéo parasito-hospedeiro é fruto da co-evolugéo ao longo do tempo, na busca
constante e dindmica de um equilibrio, de modo que ambas as populagdes,
hospedeiro e parasito, possam conviver harmoniosamente na mesma area.
Considerando essa relagdo como uma “balancga”, em que se tem o carrapato de
um lado e o hospedeiro do outro, ela ira oscilar de acordo com as mudancgas
ambientais que tenham efeito direto nos dois fatores, formando a triade

epidemioldgica parasito-hospedeiro-ambiente (Randolph, 1979 e May, 1983).

No inicio dos estudos das vacinas contra carrapatos, Wikel (1981) e Ribeiro
(1989), considerando o fato de o carrapato entrar em contato com o hospedeiro e
se alimentar através do aparelho bucal, fizeram varios experimentos com
antigenos da gléndula salivar, com a inten¢ao de impedir a alimentagé&o, mas isto
s ocorria quando utilizavam hospedeiro ndo natural. Para o bovino, a imunidade
adquirida com estes antigenos era semelhante a uma primo infestagdo. Galun
(1978), citado por Tellam et al. (1992) , baseado nestes resultados, sugeriu entdo
que bovinos fossem imunizados com antigenos, que em uma infestagcdo natural
nao seriam apresentados ao hospedeiro, surgindo o conceito de “antigenos
ocultos”. Indugcéo de imunidade foi verificada por Johnston et al. (1986), com a
inoculagado em bovinos com extrato bruto de Rhipicephalus (Boophilus) microplus.
Os carrapatos que ingeriram sangue dos animais imunizados apresentaram
lesdes no epitélio intestinal, principalmente nas células digestivas, com
conseqlente extravasamento de hemacias para a hemolinfa. Um dos antigenos
responsaveis por estas lesdes foi purificado e caracterizado, recebendo a
denominagdo 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
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caracterizaram o cDNA que codificava a Bm86. A seqiiéncia de nucleotideos do
cDNA continha 1982 pares de base que precedia os 650 aminoacidos da Bm86,
dos quais 10% eram cisteinas. 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 funcao diretamente relacionada a
pinocitose (Gough e Kemp, 1993). Willadsen et al. (1995) verificaram que a Bm86

esta presente nas larvas, ninfas e adultos.

A vacina composta pela Bm86 e adjuvante oleoso, € 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 demonstraram que o antigeno é glicosilado na forma de
particulas com aproximadamente 17 a 45nm de didmetro com grandes
propriedades imunogénicas. Fémeas ingurgitadas provenientes de animais
vacinados apresentaram danos significantes, como resultado da resposta
imunolégica. A Bm86 clonada em Pichia pastoris associada a um adjuvante
oleoso tornou-se a segunda vacina contra carrapatos comercial do mercado, com

o0 nome comercial de Gavac®.

Um novo adjuvante, Vaximax, foi utilizado na composicdo da vacina com
Bm86, comercialmente chamada de TickGard F"“S®, que possui uma maior
eficacia induzindo a produgdo de titulos mais altos de anticorpos (Willadsen,
1997).

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

descontaminacgéo das pastagens.

Sao exploradas atualmente, trés formas distintas de abordagens no

desenvolvimento de antigenos vacinais para o controle dos carrapatos:
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exploracédo dos antigenos expostos, exploragdo dos antigenos ocultos e por
ultimo, a combinacdo de ambas as abordagens cuja denominagdo € “dual

antigens”.

A primeira delas, a exploragdo de antigenos expostos (exposed antigens),
basea-se na observacao da ocorréncia de resisténcia natural do bovino adquirida
depois de repetidas infestacdes com o ectoparasito o qual propicia a identificacao
de antigenos por imunidade naturalmente adquirida (Roberts, 1968; Wagland,
1975.; Willadsen, et al. 1989). Em uma recente revisao, os principais antigenos
recombinantes testados e classificados como antigenos expostos foram:
calreticulina, proteina ligante de imunoglobulinas, proteina ligante de histamina,
P29, HL34, RIM36 e 64TRPs (Nuttall et al., 2006).

A segunda metodologia foi baseada na identificacdo dos antigenos
ocultos (concealed antigens), os quais ndo sao apresentados naturalmente ao
sistema imune do hospedeiro sendo por isso necessario inoculagdes sucessivas
para a geracado de resposta imune (Willadsen e Kemp, 1988). Os antigenos
desenvolvidos como vacinas recombinantes anti-carrapato, incluindo o antigeno
constituinte das vacinas comerciais sao: Bm86, Bm91, Bm95, Vitelina, BmPRM
(paramiosina), HLS1 (serpina), Voraxina, HLS2, P27/P30 (proteina semelhante a
troponina 1 e 4D8) (Nuttall et al., 2006).

Atualmente, um novo conceito € a identificacdo de antigenos que, quando
usados como vacinas, alvejam epitopos antigénicos secretados e também
ocultos. O unico exemplo é o antigeno 64P isolado de R. appendiculatus. Embora
0 64P seja um antigeno exposto, ele apresenta reagdo cruzada com antigenos do
intestino, hemolinfa e glandulas salivares de carrapatos adultos e extratos totais
de ninfas e larvas de R. appendiculatus (Trimnell et al., 2005; Trimnell et al.,
2002). A acao dupla existente neste mecanismo, representada pela atuagcédo dos
mecanismos de defesa do hospedeiro no local de alimentagcdo e no intestino,
oferece uma estratégia de auto-sustentacdo para o controle do ectoparasito

mantida por infestagdes naturais.

Além do antigeno Bm86, outras proteinas de Rhipicephalus (Boophilus)
microplus foram caracterizadas como imundgenos potencialmente constituintes

de vacinas, mas nenhuma delas estd ainda sendo utilizada como vacina
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comercial. Os antigenos mais importantes sao: as proteinas Bm91 (Riding et al.,
1994) e BMA7 (Mckenna et al., 1998), um grupo de proteinas (massas
moleculares variando entre 30 kDa a 200 kDa) pela utilizagdo de um anticorpo
monoclonal QU13 (Lee e Opdebeeck 1991). Outro anticorpo monoclonal, o

BrBm2 reconhece uma proteina de 27 kDa de intestino, (Toro-Ortiz et al., 1997).

Antigenos relacionados com a ovogénese e desenvolvimento embrionario
sdo: a vitelina (Logullo et al., 2002), BYC (Boophilus Yolk Catepsin) (Logullo et
al., 1998) e uma cisteino endopeptidase degradadora de vitelina (VTDCE) (Seixas
et al., 2003).

Proteinas relacionados com a digestdo, estresse oxidativo e sistema
imune: proteinas ligadoras de heme (HelLp), uma lipoproteina capaz de
transportar heme para os diferentes tecidos (Maya-Monteiro et al., 2000) a THAP,
uma protease ligadora de heme, relacionada a degradagao de VT (Sorgine et al.,
2000) e a propria VT, que € uma proteina ligadora de heme com papel
antioxidante (Logullo et al., 2002). Uma cisteino endopeptidase denominada
BmCL1 (Renard et al., 2000).

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 Pl entre 4,8 e 5,2. A
sequUéncia parcial de aminoacidos mostra similaridades com a enzima conversora
de angiotensina dos mamiferos, sugerindo que este antigeno possa ter funcao
enzimatica. Em ensaios de campo, os animais néo 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).

Poucos antigenos foram testados em ensaios de vacinagdo como
antigenos recombinantes efetivos. Embora diversas proteinas de carrapato
tenham sido propostas como antigenos protetores especificos, ocorrem a
necessidade da identificagdo e caracterizagdo de novos antigenos para o controle
de carrapatos (De la Fuente e Kocan, 2003; Willadsen, 2004).

Para o Rhipicephalus appendiculatus a proteina de cemento 64P quando
utilizada para imunizar o hospedeiro, representou um avango significativo por

apresentar acao sistémica contra o parasito (Trimnell et al., 2002).

18



A proteina da matriz da glandula salivar p29 de Haemaphysalis
longicornis (Mulenga et al., 1999), a proteina HL34 de funcdo desconhecida
(Tsuda et al., 2001), a proteina serpina 2 inibidora de serino protease (Imamura et
al., 2005), a proteina P27/p30 semelhante a troponina (You., 2005),
representaram avangos importantes para o controle do Haemaphysalis

longicornis.

As proteinas de Ixodes scapularis 4D8 e 4E6 de fungdes desconhecidas,
e a nucleotidase 4F8, sdo alguns antigenos com fun¢des importantes (Almazan et
al., 2005ab) além do fator de engorgitamento AhEF do Amblyomma hebraeum
(Weiss e Kaufman, 2004) tem afetado significativamente as infestacbes de

carrapato em diversos experimentos.

As proteinas intestinais recombinantes Bm86 e Bm95 foram um marco no
desenvolvimento de antigenos protetores para o Rhipicephalus (Boophilus)
microplus (Willadsen et al., 1989; Rodriguez et al., 1994; Garcia-Garcia et al.,
2000), a proteina Peptidase Bm91 (Willadsen et al., 1996).

Outros antigenos recombinantes ndo alcangcaram o sucesso desejado,
tais como a calreticulina (CRT) de Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Ferreira
et al., 2002) e a paramiosina, no qual a proteina recombinante é ligante de IgG e

colageno (Ferreira et al., 2002).

Os resultados destes estudos experimentais tém demonstrado a
viabilidade do controle das infestagcbes pelo uso de multiplos produtos génicos
que alvejam diversos mecanismos fisioldgicos de carrapatos. 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 parasito, em particular do sistema digestivo.

O antigeno BMAY isolado do Rhipicephalus (Boophilus) 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 associagao
dos dois antigenos € obtida maior eficacia do que com a vacina comercial

composta apenas de Bm86 (Mckenna et al., 1998).
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A proteina recombinante glicosilada Bm95 foi isolada de cepas de
carrapatos da Argentina, que apresentaram baixa susceptibilidade a vacina com
Bm86 e o gene desta proteina foi clonado e expressado na levedura Pichia
pastoris. Em testes de campo, conferiu protecdo 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 Rhipicephalus (Boophilus)
microplus. Esta proteina purificada apresenta duas formas de 54 e 49 kDa
(Logullo et al., 1998). A BYC em experimentos de imunizac¢ao, induziu resposta
protetora parcial. A inoculagdo de anticorpos monoclonais em teledginas a BYC
produziu um decréscimo na oviposi¢cdo dose-dependente em relagcdo ao controle
(Silva Vaz Jr. et al., 1998).

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

oviposigéo, o 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 imunizagdo 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 por este
peptideo continua em teste biolodgico e a viabilizagdo de produgéo em larga escala

esta sendo estudada.

Andreotti et al. (2002) identificaram uma mistura de proteases (BMTI), que
possui um efeito protetor de 72,8%, ap6s a administracdo de trés doses nos
animais. Em um trabalho posterior, foi reportado um estudo conduzido para a
evolugdo de um fragmento sintético de BmTI N-terminal como antigeno contra
carrapatos em bovinos apresentando um nivel de eficacia de 18,4% quando

comparado com o grupo controle (Andreotti, 2007).
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Por meio de analises de seqiUéncias de cDNA protetores contra
infestacbes experimentais com /. scapularis foi possivel a obtencao de antigenos
com potencial vacinal (Almazan et al., 2003). Nestes experimentos determinou-se
a caracterizacao e utilizacdo dos antigenos 4F8, 4D8 e 4E6 em formulacbes de

vacinas anti-carrapato de amplo espectro (Almazan et al., 2005ab).

O uso de RNA de interferéncia (RNAIi) para a determinacdo da funcéo
génica foi demonstrada em varias espécies de carrapato incluindo o
Rhipicephalus (Boophilus) microplus , sendo silenciado os antigenos: Bm86,
Bm91 e subolesin. Os ovos gerados por fémeas ingurgitadas injetadas com
dsRNA para subolesin foi anormal, sugerindo que a subolesin poderia apresentar
um papel no desenvolvimento embrionario. Os resultados apresentados por esta
linha de pesquisa apresentaram novas possibilidades para a descoberta de novos
antigenos (Nijhof et al., 2007; Kocan et al., 2007).

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
Rhipicephalus (Boophilus) microplus foi isolada e purificada, assim como a
proteina GP80 que foi purificada de larvas. Anticorpos produzidos contra estas
duas proteinas reconhecem um polipeptidio de 200 kDa presente na hemolinfa de
fémeas adultas de carrapato. Ovinos vacinados com estas proteinas tiveram
reducao no numero e no peso das fémeas de carrapatos ingurgitadas e também
reducdo na oviposi¢do (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.

As vacinas de DNA contendo vetores codificantes para o gene Bm86,
apresentaram resultados encorajadores, embora ainda insuficientes para protecao
adequada (De Rose et al., 1999; Ruiz et al., 2007).

Os problemas referentes ao desenvolvimento e produgdo de vacinas
convencionais para o controle do carrapato sdo desafiadores, pois ainda néao se
chegou a uma solugéo satisfatéria pela utilizacdo das metodologias tradicionais
de cultivo. O procedimento de purificagdo e obtencdo de imundgenos para

carrapatos in natura necessita de um procedimento complexo para se tornar
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viavel comercialmente. Por outro lado, proteinas recombinantes sdo normalmente
baseadas em apenas um antigeno e podem n&o produzir o mesmo efeito
imunoprotetor da proteina similar original. Vacinas baseadas em antigenos
sintetizados quimicamente apresentam custo acima das vacinas anteriores e em

alguns casos também podem nao funcionar como a proteina original.

Em funcédo do que foi apresentado referente as formas de controle dos
carrapatos por meio de vacinas, para se obter uma vacina ideal, as caracteristicas
necessarias seriam: a atividade contra varias espécies de carrapatos, atividade
contra varios estagios, imunidade duradoura, impedimento a fixacdo dos
carrapatos, reducédo da incidéncia de doencas nos hospedeiros, auséncia de

resisténcia e apresentar um custo efetivo (Nuttall et al., 2006; Tellam et al., 2002).

Uma vacina com reais possibilidades de substituir o uso de acaricidas
ainda nao esta disponivel, seria importante o estudo das capacidades
imunogénicas dos antigenos ja disponiveis e a associagdo de novos antigenos a
serem descobertos. A identificagdo de diversas proteinas com potencial para
serem utilizadas em vacinas contra o carrapato permite estimar que as duas
vacinas atuais, com eficacia parcial, tornem-se mais eficientes com o acréscimo
de novos imundgenos, uso de adjuvantes especificos e de citocinas, levando as
alteracdes na forma de inoculagdo e apresentacdo dos imundgenos ao sistema
imunolégico do bovino (Vaz Junior et al., 2004). Na pesquisa de vacinas
recombinantes para o controle dos carrapatos, tem sido demonstrado que os
protétipos contendo mais de um antigeno sdo mais eficazes do que aqueles com

apenas um antigeno (Willadsen et al., 1996).

Neste contexto, as biotécnicas moleculares ocupam um espago central
para o fornecimento de informag¢des no campo de parasitologia e apresenta ser
um caminho extremamente promissor para se chegar a vacinas eficazes. Com os
estudos cientificos e o desenvolvimento tecnolégico no campo da protedmica e da
gendmica de parasitos, torna-se possivel a identificagédo e correlagdo de dados
para o desenvolvimento e comercializagdo de novos medicamentos, minimizando
custos e diminuindo o tempo gasto no desenho de novos produtos. Com estas
novas possibilidades torna-se desejavel o mapeamento e a identificagdo dos

principais epitopos que conferem protecéo. Este mapeamento poderia identificar
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0s principais epitopos responsaveis por conferirem resposta imune efetiva e
eliminar os epitopos relacionados ao desenvolvimento dos mecanismos de
evasao da resposta imune do parasito frente ao hospedeiro (Dalton e Mulcahy,
2001).

De forma geral, podemos concluir que os estudos realizados até o
momento justificam a confiangca sobre a viabilidade do desenvolvimento de uma
vacina baseada nas proteinas ja descritas e a pesquisa de novas proteinas a
serem descobertas consideradas de extrema importéncia. Pelo exposto, uma
vacina baseada na selecdo especifica de epitopos do carrapato abrangendo
diferentes antigenos de diferentes fases e érgéos, representa uma possibilidade
extremamente viavel na constituicdo de uma vacina poli-imunogénica comparada

as demais metodologias existentes.

Phage Display

A descoberta de novas drogas envolve, na maioria dos casos, a busca de
substancias ativas dentre milhares de componentes provenientes de misturas
complexas utilizando-se métodos de selecao in vitro. Os candidatos selecionados
nos testes in vitro sdo entdo submetidos a testes in vivo onde se espera que
produzam a atividade desejada para a nova droga, com o minimo de efeitos

colaterais (revisto por Benhar, 2001).

Atualmente existem métodos artificiais capazes de gerar um grande
numero de moléculas distintas para depois selecionar dentre elas os melhores
candidatos com relagao a atividade desejada para novos compostos. O principio
baseia-se na geragédo de uma biblioteca envolvendo um conjunto de variantes que
envolvam todas as possiveis combinacdes dos peptideos ou proteinas de
interesse. Dentre estas metodologias, encontramos as bibliotecas combinatorias
de peptideos e a expressao na superficie de bacteriéfagos (Phage Display). Esta
metodologia tem provado ser uma técnica muito poderosa na obtencédo de
bibliotecas contendo milhdes ou até mesmo bilhdes de diferentes peptideos ou

proteinas.

Utilizagdo de bibliotecas de Phage Display para a identificagdo de biomoléculas.
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A tecnologia do Phage Display, tradugao do inglés como sendo expressao
em fagos, € uma metodologia capaz de selecionar peptideos ou proteinas com
diversas finalidades. A técnica consiste em sucessivos ciclos de selecao,
lavagem, eluicdo e amplificacdo de fagos filamentosos que expressam
sequéncias randémicas de peptideos que se ligam por afinidade, a diversas
moléculas protéicas ou mesmo nao protéicas. Bibliotecas comerciais de peptideos
podem ser utilizadas para a selegao de peptideos recombinantes que mimetizam
epitopos naturais. Estes clones sao sequenciados e as seqiéncias traduzidas e
posteriormente, sdo realizados testes imunolégicos para demonstrar sua

reatividade contra o alvo de interesse (Barbas et al., 2001), (Figura 1).

A metodologia de Phage Display ou exposicdo de biomoléculas em
fagos, foi desenvolvida inicialmente por Smith (Smith, 1985), ao conseguir a
expressao da enzima de restricdo EcoRl através da fusdo com a proteina trés
(plll) do capsideo do fago. O Phage Display permite a selecéo de peptideos e ou
proteinas, incluindo anticorpos e peptideos, com alta afinidade e especificidade
para varios alvos. A vantagem crucial dessa tecnologia esta na ligacao direta que
existe entre o fendtipo experimental e o gendtipo encapsulado, mostrando a
evolucao dos ligantes selecionados até moléculas otimizadas (Azzazy e Highmith,
2002).
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Uma biblioteca de fagos,
cada expressando uma
sequéncia peptidica
diferente, é exposta a uma
placa sensibilizada com o
alvo.

Fagos nao ligantes sao
descartados  durante as
lavagens.

O fago ligado
especificamente é eluido com
um excesso molar de um
ligante conhecido para o alvo
ou pela alteragéo do pH.

O conjunto de fagos eluidos
€ amplificado e o processo €&
repetido por 3 - 4 ciclos.

Apoés 3 - 4 ciclos, os clones
individuais s&o isolados e
sequenciados.

Figura 1 - Selecédo biolégica com as bibliotecas de peptideos (Ph.D. peptide

library, New England Biolabs).
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A particula do fago filamentoso é formada por uma fita simples de DNA
envolta por uma capa protéica constituida por cinco proteinas (plll, pVI, pVII, pVII
e plX). Destas cinco proteinas, existem aproximadamente 2800 cépias da pVlll e
cinco coépias da plll. Neste sistema o gene codificador do peptideo ou proteina de
interesse é geralmente fusionado a um dos genes destas duas proteinas da capa
protéica do fago (Brigido e Maranhado, 2002). Assim, geralmente o peptideo é
expresso na extremidade N-terminal da plll ou pVIIl. A plll esta relacionada com a
infectividade do fago pela ligacdo ao pilus F da célula bacteriana. Ela apresenta
trés dominios (D1, D2 e D3) separados por residuos de glicina. Devido a baixa
representatividade da plll em relagao a pVIII as bibliotecas de peptideos sintéticos
fusionados na plll sdo mais indicadas para descoberta de ligantes com alta
afinidade, quando comparadas com as bibliotecas de peptideos sintéticos

fusionados na pVIII.

Sistemas de Phage Display

Os sistemas de Phage Display podem ser classificados de acordo com a
organizacédo dos genes da capa proteica. Estes sistemas de expressao na plll e
PVIII estao ilustrados na Figura 2. No vetor tipo 3, ocorre um Unico cromossomo
(genoma) contendo um unico gene o qual recebe insertos de DNA exdgeno e
codifica apenas um tipo da proteina PIIl. Similarmente, no tipo 8 ocorre a
expressao de peptideos em cada coépia da PVIIl. No vetor tipo 88, o genoma do
fago carrega duas copias do gene VIII, codificantes para dois diferentes tipos de
molécula PVIIl; um €& recombinante e o outro € selvagem. O sistema 8+8
diferencia do sistema do tipo 88 no qual os dois genes VIl estdo em genomas

separados.
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Figura 2 - Tipos de sistemas de Phage Display. Os fagos estdo representados
pela estrutura vertical longa e oval e as estruturas curtas e verticais
representam os fagomideos. O DNA de fita simples esta representado
pelas linhas torcidas dentro dos virios e os segmentos codificantes das
camadas protéicas Plll e PVIII estdo representadas por retadngulos
pretos e brancos, respectivamente. A divisdo dentro dos retadngulos
representa as sequUéncias codificantes exdgenas dispostas dentro do
gene codificante para as proteinas virais, e os circulos pontilhados na
superficie viral representam os peptideos especificados pelas
sequéncias codificantes. Os cinco circulos brancos representam o

dominio N-terminal das cinco moléculas PIIl.

Tipos de proteinas e peptideos expressos na superficie viral

O tipo mais comum de expressao em fagos sdo as bibliotecas de
peptideos randdmicos. Neste caso, o inserto de DNA €& derivado a partir de
oligonucleotideos degenerados, os quais séo sintetizados quimicamente pela
adicdo de misturas de nucleotideos (em vez de nucleotideos uUnicos) em uma
cadeia nucleotidica crescente. Na sequéncia degenerada NNKNNKNNKNNK, por
exemplo, cada N é uma equacdo molar de A, G, C, e T; cada K é uma mistura
equivalente de G e T; cada NNK & uma mistura de 32 trincas que incluem cédons
para os 20 aminoacidos naturais; e uma seqiéncia completa de 12 bases é uma
mistura equivalente de mais de milhdes (324) diferentes tipos moleculares

codificando todos os 160000 (20%) residuos possiveis. Os codons degenerados,
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em contraposicéo a utilizacdo de oligonucleotideos degenerados, podem gerar
seqUéncias com menor tendéncia de prevaléncia para determinados cédons dos
peptideos randémicos. Uma biblioteca de peptideos randémicos apresenta em
torno de um bilhdo de fagos suficientes para representar a maioria dos 64 milhdes
de uma biblioteca 6-mer, mas insuficientes para representar as 3x10'® possiveis

combinagdes para 15-mers.
Aplicagbes

Mapeamento de epitopos e mimeticidade

Apesar da técnica de Phage Display ter sido primeiramente introduzida
ha aproximadamente 20 anos, as aplicacdes e desenvolvimento desta tecnologia
estdo apenas comecgando a ser exploradas. A utilizagdo da tecnologia de Phage
Display ira levar a producéo de uma enorme gama de ligantes, incluindo proteinas
tais como anticorpos recombinantes e peptideos com especificidades pré-
definidas. A selecao destas bibliotecas apresenta uma grande versatilidade para a
obtencao de peptideos especificos para anticorpos monoclonais e ou policlonais,
reconhecedores de epitopos lineares continuos ou descontinuos, assim como

epitopos conformacionais e até mesmo epitopos néo protéicos.

Um epitopo € o menor determinante na superficie de um ligante com o
qual o receptor esteja relacionado, mantendo contato especifico definido
geometricamente e quimicamente. Caso o ligante seja uma proteina, O epitopo
em alguns casos pode ser continuo, compreendendo poucos aminoacidos criticos
adjacentes na seqUéncia primaria. Por exemplo, anticorpos especificos para
epitopos continuos em antigenos protéicos apresentam contatos de trés a quatro
aminoacidos criticos sobre um segmento de seis residuos. Entretanto, mais
freqientemente, epitopos protéicos sdo mais complexos. Muitos séo
descontinuos os quais compreendem residuos criticos que sao distantes na
sequéncia primaria, mas proximos na conformagédo nativa. Muitos epitopos,
incluindo os descontinuos, sdo dependentes da conformacao pela necessidade
do contexto da estrutura protéica geral na formagdo de uma conformacao

adequada para a ligacao.

28



Em diversos contextos € altamente desejavel mapear os epitopos de uma
regido especifica do ligante protéico natural. Caso o epitopo seja continuo e nao
dependente de conformacao, bibliotecas de peptideos randédmicos proporcionam
uma maneira facil e barata de alcancgar este objetivo. O receptor (alvo bioldgico) é
utilizado para selecionar peptideos randdmicos ligantes e as sequéncias motivo
nos peptideos selecionados sdo comparadas as seqiUéncias de aminoacidos
criticos constituintes do ligante natural do alvo biologico, possibilitando o

mapeamento de epitopos de uma regiao especifica.

A selecao de peptideos por afinidade bioldgica através da utilizagao de
bibliotecas randémicas de peptideos revela freqientemente ligantes inesperados
que nao se alinham em epitopos lineares e também nao apresentam sequéncias
conhecidas. Isto ocorre principalmente quando os epitopos naturais do receptor
sao de origem nao protéica, descontinuos ou mesmo proteinas dependentes de
conformacédo. O termo mimetopos refere-se a pequenos peptideos que se ligam
especificamente a um sitio de ligacao do receptor e que mimetizam o epitopo
natural sem apresentar similaridade com a seqiéncia natural de aminoacidos do
alvo natural. Esta definicdo também abrange os casos em que o ligante natural
nao seja proteina. Mimetopos sao usualmente de pouco valor para o0 mapeamento

de epitopos naturais, mas apresentam importantes aplica¢cées na area de vacinas.

Aplicacdes de mimeticidade de ligacéo

Em 1993 foi demonstrado que a mimeticidade de epitopos descontinuos
era possivel para peptideos mimetopos. Este aspecto foi de crucial importancia,
uma vez que a maioria dos anticorpos reconhece e se liga aos epitopos
descontinuos (epitopos conformacionais) (Marvin, 1994). Desta forma, mimetopos
podem ser identificados sem informacao prévia a respeito da especificidade dos
anticorpos (Parmley e Smith, 1988; Parmley e Smith, 1989). O aspecto referente
a conformacao dos peptideos foi de crucial importancia pelo desenvolvimento de
bibliotecas constritas (conformacionais). Os residuos constantes foram incluidos
nas bibliotecas randdémicas, sendo freqlientemente residuos de cisteinas,
provocando nos peptideos de toda a biblioteca uma dobra. Bibliotecas constritas
apresentam uma estrutura com maior estabilidade e maior propensao para

interagir com a molécula alvo (Felici et al., 1991).
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Caracterizacao de epitopos: Uma nova direcado para o desenvolvimento de

vacinas

Quando o receptor utilizado para uma selegcdo por afinidade € um
anticorpo, os peptideos selecionados a partir de bibliotecas de peptideos
randémicos s&o chamados miméticos antigénicos dos epitopos naturais
correspondentes ao determinante antigénico que provoca a seleg¢do especifica.
Quando esses peptideos sdo usados para imunizar animais naive, alguns sao
capazes de gerar novos anticorpos que apresentam reatividade cruzada com o
epitopo natural, mesmo sem nunca haver contato prévio direto com o alvo
(Pasqualini et al., 1995; Folgori et al., 1994; Meola et al., 1995). Tais peptideos
sao considerados miméticos imunogénicos bem como miméticos antigénicos. A
possibilidade do uso de peptideos obtidos através do mapeamento de epitopos
apresenta grande potencial para a confecgdo de vacinas sintéticas. Somente
miméticos antigénicos e que também sdo miméticos imunogénicos apresentam
potencial vacinal por serem protetores e um anticorpo gerado deve ser reativo
com um epitopo natural no patoégeno (Smith e Petrenko, 1997).

O Phage Display tem sido recentemente utilizado por pesquisadores para
o desenvolvimento de vacinas contra muitas doencas. Os anticorpos tém sido
encontrados apds a vacinagdo com mimetopos em varios estudos objetivando
protecao contra diversos agentes patolégicos: HIV-1 (Scala et al., 1999; De
Berardinis et al., 2000), hepatite viral do tipo B e C (Puntoriero et al., 1998),
doenca de Alzheimer (Frenkel Solomon, 2002), imunoterapias de alergias

(Crameri, 1993 ; McConnell et al., 1994), entre outros.

Uma especial aplicacdo desta metodologia para animais de médio porte
foi realizada por Manoutcharian et al, (2004). Os autores utilizaram pela primeira
vez fagos recombinantes como vacinas em suinos e verificou a capacidade de
inducdo de resposta imune por fagos contendo peptideos recombinantes da

Taenia solium, agente causador da cisticercose em humanos.

Estes trabalhos demonstram que o perfil antigénico completo de um
organismo pode ser obtido através de sele¢cbes de bibliotecas de peptideos
expressos em fagos e revelam o potencial da utilizagcdo de fagos expressando

epitopos como vacinas.
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A identificacdo e caracterizagdo dos epitopos capazes de gerar resposta
imune contra os carrapatos possibilitam a utilizacdo de peptideos recombinantes
ou mesmo sintetizados quimicamente objetivando fins vacinais. Assim, trabalha-
se apenas a regiao imunogénica do antigeno, sendo desnecessaria a utilizacao
da proteina completa. Além disso, estas vacinas apresentam algumas
caracteristicas desejaveis como alto grau de pureza, caracterizagdo quimica
conhecida, auséncia de contaminantes, produgdo em larga escala, facil
armazenagem devido a alta estabilidade, auséncia de enzimas proteoliticas, baixo

custo (Patarroyo et al., 2002).

Pela utilizagcdo de uma metodologia rapida, eficiente e capaz de fornecer
novos antigenos protetores, o presente trabalho descreve uma série de
procedimentos técnicos in vitro e in vivo que culminaram com a selegcdo de
peptideos epitopos especificos do carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus,
que podem propiciar um avango significativo na pesquisa de vacinas com

potencial aplicagdo no controle efetivo deste parasito.
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OBJETIVOS

Geral:

Selecédo e a caracterizagdo de peptideos recombinantes obtidos a partir da
selecdo em bibliotecas de Phage Display para o desenvolvimento de
peptideos epitopos especificos do carrapato bovino Rhipicephalus (Boophilus)

microplus.

Especificos:

Produgdo e caracterizagdo dos anticorpos policlonais IgY de galinhas
imunizadas com Rhipicephalus (Boophilus) microplus.

Selecédo das bibliotecas de Phage Display contra o alvo biologico.
Caracterizacdo das sequéncias dos clones de fagos por in silico,
antigenicidade e imunogenicidade.

Determinagdo do reconhecimento imune humoral e celular em animais
infestados naturalmente com carrapatos.

Projeto, sintese, expressao e purificagcdo de proteinas recombinantes multi-

epitopos expressadas em E. coli.
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Capitulo tnico

DESENVOLVIMENTO DE PEPTIDEOS RECOMBINANTES EPITOPOS
ESPECIFICOS DO Rhipicephalus (Boophilus) microplus SELECIONADOS
POR BIBLIOTECAS DE PHAGE DISPLAY
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RESUMO

Os carrapatos tem provocado significativas perdas econdmicas na
produg&o animal mundial na ordem de bilhdes de ddlares anuais. Embora varios
antigenos especificos tenham sido empregados em testes vacinais, nenhum tem
propiciado controle eficaz, sendo necessaria a identificagcdo de novos antigenos,
bem como de novas estratégias vacinais. A tecnologia de Phage Display tem sido
amplamente empregada no mapeamento de estruturas antigénicas as quais tem
servido como base para o desenvolvimento de vacinas moleculares e representa
uma alternativa as metodologias tradicionais. No presente trabalho, utilizou-se a
tecnologia para o mapeamento de epitopos do Rhipicephalus (Boophilus)
microplus e, para validar os peptideos selecionados como potencial imunégenos,
foi adotado um processo com multiplas etapas de caracterizacdo dos clones
previamente aos ensaios clinicos. Esta estratégia foi estabelecida com o objetivo
de reduzir o numero de clones a ser testados em bovinos como imundgenos
candidatos. Foram utilizadas para a selecdo seis bibliotecas distintas de
peptideos randémicos expressados em bacteriéfagos filamentosos e sete
estratégias de selegdo contra as imunoglobulinas (lgY) purificadas de soro
hiperimune de galinhas imunizadas com proteinas totais de larvas e adultos de
Rhipicephalus (Boophilus) microplus. As seqiéncias do DNA correspondente aos
insertos dos fagos selecionados foram sequienciados, traduzidos e analisados por
analises in silico. Foram realizados testes de ELISA, Dot-Blot, imunizacdo em
camundongos, determinagéo da resposta imune humoral de bovinos naturalmente
infestados, e a medigdo da hipersensibilidade cutdnea com o objetivo de evoluir o
potencial destes fagotopos como candidatos efetivos a novos imunégenos. Foram
gerados 107 peptideos distintos em um total de 281 sequéncias, sendo alguns
destes similares as sequUéncias protéicas lineares do Rhipicephalus (Boophilus)
microplus. Os peptideos sem similaridades significativas com proteinas
conhecidas, mas que apresentaram seqléncias consenso entre os peptideos
obtidos, foram agrupados e classificados como epitopos conformacionais ou
considerados como mimetopos de antigenos protéicos desconhecidos do
Rhipicephalus (Boophilus) microplus. Entre os clones testados por Dot-Blot, os 40

mais reativos foram posteriormente testados em ensaios de imunizacdo em
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camundongos e também submetidos ao reconhecimento humoral de bovinos
naturalmente infestados com carrapatos. Adicionalmente, utilizou-se o teste
cutaneo de hipersensibilidade para a analise da imunidade celular. Os soros de
camundongos imunizados com os clones de fagos foram reativos as proteinas de
carrapato indicando que os fagotopos foram capazes de gerar resposta imune
antigeno especifica, embora nem todos os fagos fossem reconhecidos pelo soro
de animais naturalmente infestados (Bos taurus e Bos indicus). Apos a
caracterizagao e validacéo, quatro fagotopos foram escolhidos para a realizagao
dos testes cutdneos, os quais apresentaram graus variados de reatividade. Uma
das vantagens da utilizagcdo do virus M13 recombinante, contendo o peptideo
recombinante fusionado na proteina PIIl do virus, é que o proprio capsidio atua
como adjuvante e pode ser testado diretamente apdés a selecdo sem
procedimentos adicionais de preparo do antigeno. Finalmente, as seqUéncias
determinadas foram utilizadas para a producdo e expressao de um sistema
recombinante de multiplos antigenos peptidicos (MAPS). Foram escolhidos 10
peptideos para a expressdao na forma de multi-epitopos, os quais serao
futuramente utilizados em ensaios clinicos. O presente trabalho demonstrou que
um perfil geral dos epitopos pode ser obtido através da utilizacdo de bibliotecas
de peptideos randdmicos expressados em bacteriofagos filamentosos contra
anticorpos obtidos de soro hiperimune e revela o potencial da seleg¢ao e utilizagao
peptideos epitopos especificos como potenciais vacinas recombinantes multi-

antigénicas para o controle do carrapato bovino.

Palavras-Chave: Epitopos, Phage Display, Vacinas, Rhipicephalus (Boophilus)

microplus.
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF EPITOPE SPECIFIC RECOMBINANT PEPTIDES OF THE
Rhipicephalus (Boophilus) microplus SELECTED BY PHAGE DISPLAY
LIBRARIES

Ticks are implicated in serious economic losses to animal production worldwide in
the order of billions of dollars. Although many antigens have been in vaccine tests,
none has been effective in the control of ticks, which justifies the development of
new antigens as well as new vaccine strategies. Phage Display techniques have
been widely employed to map epitope structures, which have served as the basis
for developing molecular vaccines. In the present study, we have applied this
technique to map specific epitopes of Rhipichephalus (Boophilus) microplus and to
validate the peptides as potential immunogens, we have adopted a process of
selection prior to final field tests. This strategy was established in order to reduce
the number of clones to be tested in the field. Six Phage -displayed random
peptide libraries were selected with seven different strategies against the purified
hyperimmune serum of chickens (IgY) that were immunized with total proteins of
larvae and adults of Rhipicephalus (Boophilus) microplus. The selected Phage
clones were sequenced, translated and analyzed through bioinformatics. To
evaluate the potential of these phagotopes as effective candidate vaccines, ELISA
assays, dot-blot, mice immunization (Ml), humoral immune response (HIR) of
cattle against the clones and a cutaneous hypersensitivity tests in cattle were
performed. The selected Phage clones were analyzed through bioinformatics,
generating 107 different peptides in a total of 281 sequences. Some selected
phagotopes showed excellent matches with linear sequences of known proteins of
the Rhipicephalus (Boophilus) microplus. Peptides that did not present significant
matches with known proteins, but shared extensive homology among each other,
were clustered and classified as conformational epitopes of Rhipicephalus
(Boophilus) microplus, or considered as mimotopes of unknown proteic antigens.
Among all clones tested by dot-blots, the 40 most reactive ones were further
screened by HIR and MI. The mice sera raised against the Phage clones clearly
recognized tick proteins indicating that the phagotope-induced immune responses

were antigen-specific, but not all could be identified by the sera of naturally
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infested cattle (Bos taurus and Bos indicus). Four clones were then selected to go
through the cutaneous hypersensitivity tests, and apparently all of them were
effectives at diferent degrees. The stringent selection processes coupled with this
schemes of validation assays allowed us to narrow down the number of peptides
that should be tested in the field. One of the advantages of using whole
recombinant M13 virus, carrying the recombinant peptide in fusion with the plli
protein of the virus, is that its capsid acts as adjuvant and could be tested directly
without any further mixture. Additionally, we have finally used anergy skin tests
(cutaneous hypersensitivity tests) once they are sometimes used to guide clinical
decisions. We have assumed that cutaneous hypersensitivity tests measure a
common property of cellular immune function relevant to the outcome, which
together with the humoral response in naturally infested animals may provide us
with sequences of peptides that may be relevant as vaccines. Finally, we have
used those sequences to produce multiple antigen peptide system (MAPS), which
will be used in future field tests. The present work demonstrates that the whole
epitope profile can obtained through screening the Phage Displayed peptide
libraries with the hyperimmune serum and reveals the potential of using epitope-

displaying Phage s as peptide vaccines against ticks.

Keywords: Epitopes, Phage Display, vaccines, Rhipicephalus (Boophilus)

microplus.
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INTRODUCAO

O carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus é um dos artrépodes
mais importantes parasitas de bovinos. Este parasitismo causa grandes perdas
econdmicas na pecuaria da América do Sul, Central e Oceania. As perdas sao
decorrentes dos efeitos diretos, tais como a ingestdo de sangue e a espoliagéo, e
indiretos, como a transmissao de agentes patogénicos para os bovinos (Horn e
Arteche,1984).

Os métodos utilizados para o tratamento e controle das infestagbes por
Rhipicephalus (Boophilus) microplus podem ser divididos em bioldgicos e
quimicos. A aplicagédo de produtos quimicos, o método mais utilizado, tem como
desvantagens a selecdo de parasitas resistentes aos produtos acaricidas e a
presenca de residuos nos produtos de origem animal destinados ao consumo
humano. Uma alternativa para o uso de produtos quimicos € o método bioldgico,
especialmente o uso de vacinas. Varias sao as vantagens das vacinas em relacao
aos quimicos: sao livres de residuos especificos, apresentam menor possibilidade
de selecédo de parasitas resistentes e o processo de desenvolvimento pode ser
mais barato do que muitos quimicos (Willadsen, 1997).

Nos ultimos anos algumas vacinas com eficacia parcial foram baseadas
em um antigeno denominado Bm86 presente no tubo digestivo de Rhipicephalus
(Boophilus) microplus (Willadsen et al.,1989; Gough e Kemp, 1993, Rodriguez et
al., 1995 e Patarroyo et aL., 2002). O estudo com os antigenos de carrapato tém
demonstrado a sua melhor eficacia contra esta espécie quando combinado com
produtos quimicos (Redondo et al., 1999) ou mesmo a associagdo de multiplos
antigenos para a constituicdo de uma vacina efetiva (Willadsen, 2004; Nuttall et
al., 2006). Determinados antigenos desenvolvidos para o controle do carrapato
Rhipicephalus (Boophilus) microplus ou espécies correlacionadas estdo em fase
de testes e apresentam ser promissores (Almazan et al., 2005; De La Fuente e
Kogan, 2003; Andreotti et al. (2002); Nascimento-Silva et al. 2008; Patarroyo et
al., 2002).

Desta forma, para melhorar o controle por meio de vacinas e excluir a

associagdo ao tratamento quimico, torna-se importante a investigacdo e
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caracterizagao de novos antigenos que apresentem protecao significativa (Garcia-
Garcia et al., 1999).

A metodologia do Phage Display pode servir como uma ferramenta util
para o desenvolvimento de novas vacinas por meio da obtencdo de mimetopos
baseadas em peptideos recombinantes obtidos apos a selegdo de bibliotecas
combinatérias de peptideos e ou mesmo anticorpos (Benhar 2001; Irving et al.,
2001). A técnica é uma forma de selecdo em que uma biblioteca de peptideos ou
proteinas com as seqiéncias aleatdrias sao expressas no exterior da particula
viral, enquanto o material genético codificante para cada residuo encontra-se no
genoma viral. 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 ligagdo para uma molécula alvo (Noren e
Noren 2001; Barbas et al., 2001).

A imunizagdo com fagos recombinantes poderia induzir respostas
imunitarias de anticorpos contra o peptideo expressado no fago e apresentar
reacao cruzada contra o antigeno original do alvo bioloégico, o que indica que os
mimetopos poderiam ser usados como candidatos de uma nova geracéo de
vacinas moleculares, mesmo sem a necessidade de conhecimento prévio do
antigeno (Meola et al., 1995; Bastien et al., 1997; Rudolf et al., 1998). A selecao e
uso de peptideos epitopos especificos (ou seja, fagotopos) como vacina tornou -
se uma estratégia promissora em diversos trabalhos (Wang et al 2007; Yang et
al., 2005; Manoutcharian et al., 2004; Yang e Shiuan, 2003).

A estratégia de desenvolvimento de peptideos vacinais (fagotopos) ainda
nao foi reportada no desenvolvimento de antigenos vacinais para carrapatos.
Neste trabalho, foram exploradas diversas estratégias de selecdo de fagotopos
por bibliotecas de Phage Display objetivando o mapeamento e a constituicdo de
um banco de peptideos epitopos especificos do Rhipicephalus (Boophilus)
microplus. Os clones de fagos foram testados in vitro e in vivo para determinag¢ao
do potencial destes antigenos na constituicdo de uma futura vacina recombinante

poli-imunogénica.
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MATERIAL E METODOS

Anticorpos

Preparacgéo dos antigenos

Para a obtencao do in6culo a ser utilizado nas imunizag¢des, as proteinas
totais foram isoladas de larvas (1 dia) e teleégenas de Rhipicephalus (Boophilus)
microplus por uma breve maceragdo em nitrogénio liquido e acrescentado éter
etilico para o desengorduramento das proteinas durante 18 horas. Para obtencao
do tecido do intestino, aparelho reprodutor e aparelho bucal de teledgenas foi
realizado lavagens seriadas do tecido e foi adicionado tampdo de extragdo no
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 PBS, sendo
posteriormente quantificado por Bradford e verificado o perfil protéico por SDS-
PAGE (10%).

Preparacéo e caracterizagdo dos anticorpos policlonais

Foram utilizadas para a imunizagéo, galinhas de trés semanas de idade,
da raca White-Leghorn. O esquema de imunizacao foi o descrito por Barbas et al.,
(2001), com algumas modificagdes, sendo a primeira dose de 200 ug e as trés
doses subsequentes de 100 pg de proteinas totais de larvas e teledginas de
Rhipicephalus (Boophilus) microplus, por via intramuscular, em intervalos de 14
dias para cada dose. A primeira dose continha adjuvante completo de Freund
(Sigma Chemical Co, USA) e as doses subseqlentes adjuvante incompleto de
Freund (Sigma Chemical Co, USA). Os animais imunizados foram sangrados a
partir da terceira dose e avaliados quanto a producao de anticorpos pelo método
ELISA.

Para o ensaio Imunoenzimatico (ELISA), placas de microtitulacdo de alta
afinidade (NUNC) foram sensibilizadas com 10 ug de proteinas totais de larvas e
teledginas de carrapato, diluidas em tampao carbonato/ bicarbonato, durante toda
a noite a 4C. Em seguida, as placas foram bloquead as com PBST, com leite em

pb desnatado a 5% (bloto), para adigdo das amostras de soro das galinhas antes
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e apo6s as imunizagdes e incubadas por 60 minutos a 37C. Apds esse periodo, as
placas foram lavadas e adicionados anticorpos secundarios (IgG de coelho anti
IgY de galinha) diluido em bloto 5%, durante 60 minutos. O conjugado
imunoenzimatico [IgG de cabra anti-IgG de coelho ligado a peroxidase (Sigma
Chemical Co, USA)] foi diluido em bloto 5% e incubado a 37T por 60 minutos. A
ligagdo especifica foi revelada pela adigdo de substrato enzimatico contendo o-
fenilenodiamino (OPD). Apdés 15 minutos a reacgado foi interrompida com acido
sulfurico e efetuada a leitura a 492 nm em leitor de microplaca (Flow Titertek
Multiskan Plus - USA).

Apds a observacgdo de titulo, o sangue e também os ovos das galinhas
inoculadas com os antigenos foram coletados para a obtencdo de
imunoglobulinas policlonais.

As IgYs especificas para proteinas de larvas e carrapatos adultos
(teledbginas) foram obtidas a partir do soro e dos ovos. As IgYs dos ovos foram
concentradas inicialmente pelo método de diluicdo em agua e posteriormente,
precipitadas por sulfato de aménio em salina. Realizou-se também em seguida a
cromatografia em DEAE-Sephacel (tamp&o 0,02M Tris-HCI, pH 4,5) e as fragbes
contendo IgY foram liofilizadas e armazenadas a 4C. A purificacédo de IgY a
partir do soro e dos ovos de galinhas foram também realizadas com o uso da
coluna HiTrap IgY Purification HP, 5 mL (Amersham Biosciences). Foi utilizado
um sistema completo de cromatografia liquida modelo Akta Purifier (Amersham
Bioscience). O sistema foi preenchido com tampao de eluigdo (Na;HPO4 20 mM,
pH 7.5), e entdo conectada a coluna. A coluna foi lavada com 5 volumes (25 mL)
de cada tampéo: ligagdo (Na;HPO, 20 mM, K;SO4 0,5 M, pH 7.5), eluicdo e
limpeza (Na;HPO4 20 mM, 30% volume/volume de isopropanol, pH 7,5). Em
seguida a coluna foi equilibrada com 5 volumes de tampao de ligagado, e foi
injetada amostra. A coluna foi lavada com 10 volumes da mesma (50 mL) de
tampao de ligagdo. As IgY foram entdo eluidas com 10 volumes da coluna de
tampao de eluigdo, sendo coletadas amostras de 1 mL que foram quantificadas
no espectrofotdbmetro a 280 nm. A resina foi regenerada com 8 volumes (40 mL)
de tampo de limpeza, e reequilibrada com 5 volumes de tampao de ligacdo. A
medida que as amostras eram eluidas na resina de purificagado, as leituras Opticas

(OD 280nm) das fragbes eram obtidas.
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Para dialise das amostras obtidas foi utilizada uma membrana de celulose
Fisherbrand® (regenerated cellulose-DYALYSIS tubing). As amostras purificadas
foram colocadas em tubos de dialise (tubos 1 a 8), concentradas em sacarose por
1 hora a 4°C e em seguida dialisadas em PBS (solu¢do tampao fosfato salina:
NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, Na,HPO4 12 mM, KH,PO4 1,2 mM, pH 7.4) por 12
horas a 4°C. As amostras foram quantificadas no espectrofotdmetro a 280nm.

Para averiguar a qualidade das amostras de IgYs purificadas foi utilizado
SDS-PAGE (16%). O tampé&o da amostra continha 1% SDS, 1% Tris pH 6,8, azul
de bromofenol 0,02% e 20% glicerol, contendo ou ndo agentes redutores. A
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, com
voltagem de 100V. Apds a corrida, o gel de poliacrilamida foi colocado em uma
solugéo de azul de Coomassie R-250 como corante de proteinas.

Para a analise de Western Blotting das proteinas totais de larvas e
teledginas de carrapato, realizou-se a eletroforese (SDS-PAGE, 16%) e a
eletrotransferéncia das proteinas do gel em membrana de nitrocelulose (NC,
Sigma) de acordo com as técnicas descritas por Sambrook, et al. (1989), com
algumas modificagdes. A membrana de nitrocelulose foi bloqueada por bloto 5% e
incubada com os anticorpos purificados (IgY) diluidos em bloto 5% durante toda a
noite a 4C. Anticorpos de coelhos anti IgY diluido s em bloto 5% foram incubados
em temperatura ambiente durante duas horas. Por fim, anticorpos de cabra anti
IgGs de coelhos marcados com a fosfatase alcalina foram incubados durante 2
horas em temperatura ambiente e a reatividade especifica foi determinada pela
adicao de substrato [NBT/BCIP].

Selecéao Bioldgica (Biopanning)

Para a obtencdo dos mimetopos de Rhipicephalus (Boophilus) microplus,
foram utilizadas 6 bibliotecas distintas, construidas a partir destes fagos
filamentosos, compreendendo 3 vetores diferentes (M13, fUSE e f88) (Figura 3).

As bibliotecas expressas em fagos M13 filamentosos (New England
Biolabs) sao compostas por peptideos randdmicos seguidos por uma curta
sequéncia espacadora Gly-Gly-Gly fusionada a regido N - terminal da proteina

capsidica menor (Proteina IIl). A biblioteca Ph.D.12 mer e a biblioteca Ph.D.7 cys
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apresentam 12 e 7 peptideos aleat6rios, respectivamente. A biblioteca Ph.D.7cys
contém peptideos ciclicos enquanto a Ph.D.12mer sado linearizados pela
delimitacdo por cisteinas nas extremidades peptidicas. Estas bibliotecas
consistiam de aproximadamente 2,8 x 10" clones independentes, os quais
representam as 1,9 x 10° possiveis combinagdes de residuos de aminoacidos.
Todas as cinco cépias da proteina Il capsidica dos fagos contém peptideos
randémicos aminoterminais (Noren e Noren, 2001).

Foram utilizadas 4 bibliotecas compreendendo os vetores f88 (f88 15 mer,
f88 cys 3, f88 cys 6) e o vetor f{USE (fUSE 6 mer), cedidas gentilmente pelo Smith
Lab., sendo os peptideos das bibliotecas f88 15 mer, f88 cys 3, f88 cys 6
expressos na PVIII e os peptideos da biblioteca fUSE 6mer expressos na plll. Os
vetores f88 15 mer e fUSE expressam peptideos lineares e os vetores f88 cys 3 e

cys 6, expressam peptideos ciclicos.

Tipos (88) de bibliotecas baseadas no vetor de fagos M13
Ph.D.-12mer™

NNKNNKNNKNNKNNKNNKNNKNNKNNKNNKNNKNNKGGTGGAGGT
NNMNNMNNMNNMNNMNNMNNMNNMNNMNNMNNMNNMCCACCTCCA
X X X X X X X X X X X X G G @G

— Start of mature peptide-plll fusion
Ph.D.-C7C™

GCTTGTNNKNNKNNKNNKNNKNNKNNKTGCGGTGGAGGTTCG
CGAACANNMNNMNNMNNMNNMNNMNNMACGCCACCTCCAAGC
A C X X X X X X X C G G G s

—Start of mature peptide-plll fusion
Tipos (88) de bibliotecas baseadas no vetor de fagos f88-4

f88-4/15-mer; 9273 bases
NNKNNKNNKNNKNNKNNKNNKNNKNNKNNKNNKNNKNNKNNKNNKCCTGCAGAA
NNMNNMNNMNNMNNMNNMNNMNNMNNMNNMNNMNNMNNMNNMNNMGGACGTCTT
X X X X X X X X X X X X X X X P A E

— Mature pVIII
f88-4/Cys3; 9273 bases

NNKNNKNNKNNKNNKTGTNNKNNKNNKTGTNNKNNKNNKNNKCCTGCAGAA
NNMNNMNNMNNMNNMACANNMNNMNNMACANNMNNMNNMNNMGGACGTCTT
X X X X X C X X X € X X X X P A E

— Mature pVIlI

f88-4/Cys6; 9279 bases
NNKNNKNNKNNKTGTNNKNNKNNKNNKNNKNNKTGTNNKNNKNNKNNKCCTGCAGAA
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NNMNNMNNMNNMACANNMNNMNNMNNMNNMNNMACANNMNNMNNMNNMGGACGTCTT
X X X X C X X X X X X ¢ X X X X P A E

— Mature pVIII
Tipos (88) de bibliotecas baseadas no vetor de fagos fUSE.

fUSES5/6-mer; 9225 bases

NNKNNKNNKNNKNNKNNKGGGGCCGCT
NNMNNMNNMNNMNNMNNMCCCCGGCGA
X X X X X X G A A

— Mature plll
Figura 3 — Bibliotecas combinatérias de peptideos randdmicos utilizadas nos

experimentos de selecdo bioldgica.

Estratégias de sele¢éo biologica

Na selegdo biolégica por imunoafinidade foram utilizadas 7 estratégias
distintas conforme a seguinte classificagéo:
Estratégia 1: Os anticorpos policlonais de galinhas foram submetidos a uma
purificacéo por afinidade ao imundgeno de acordo com as técnicas descritas por
Sambrook et al., (1989), com algumas modificacdes. Os extratos protéicos de
telebginas do carrapato foi adsorvido em uma membrana de nitrocelulose (Ge
Healthcare) durante todo a noite a 4T e posteriormente bloqu eada por leite em
pd 5%, durante 1 hora a temperatura ambiente. A membrana contendo as
proteinas foi incubada com a fracao parcialmente purificada de IgY durante toda
noite a 4T e posteriormente lavadas com PBST uma v ez e mais trés vezes com
PBS, monitoradas por leitura no espectrofotdbmetro no final da lavagem para
averiguacao do desprendimento de proteinas da membrana. Os anticorpos foram
eluidos por 100mM de glicina pH 2.8, por 30 minutos e imediatamente apds a
eluicao, foram neutralizados por 100mM de tris pH 8.0 e a concentragéo do eluido
foi estimado por espectrofotometria (OD 280nm). Desta forma, com o objetivo de
aumentar a especificidade da selecao dos peptideos, as IgY policlonais utilizadas
na selecao foram purificadas por afinidade contra as proteinas totais do parasito
pela eluicdo da fracdo ligante. Por este método, apenas IgY especificas para o
carrapato foram submetidas a selecdo contra as bibliotecas de peptideos
randémicos.

Foram adsorvidos no orificio de uma placa de microtitulagdo de 96 pogos

(Maxisorp - Nunc) 150 uL de IgY policlonais anti proteinas totais de teledginas
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purificadas por afinidade ao imunégeno (100 ug/mL em 0.1 M NaHCOs3;, pH 8.6),
determinada por absorbancia de UV em um comprimento de onda de 280 nm. O
célculo da concentracao viral foi baseado na formula: a solugdo de anticorpos na
concentracdo de 1 mg/ml da uma absorbancia de 1,4 para IgY. As placas foram
incubadas durante a noite a 4C em um recipiente contendo papel toalha
umidificado. A placa foi bloqueada com 250 uL de tamp&o de bloqueio (0.1 M
NaHCOs;, pH 8.6, 5 mg/ml BSA) por 2 h a temperatura de 4T . A placa foi lavada
seis vezes com TBST (TBS contendo 0.1% Tween-20 v/v), foram acrescentados
nos orificios da placa 4 x10'° fagos da biblioteca Ph.D.12 mer (New Englnad
Bioloabs) 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 uLdo tampao de eluicao (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
tampao de neutralizacao (1M Tris-HCI, pH 8.0). Aliquotas dos fagos eluidos foram
utilizadas para a determinacédo da titulacdo. O eluato remanescente contendo
fagos foi utilizado para a reamplificacao, para a proxima passagem, pela infecgcéo
em E. coli ER2738. Foram realizadas trés passagens para o enriquecimento dos
fagos contendo os peptideos ligantes.

Estratégia 2: Neste processo, foi utilizado a mesma biblioteca e o0 mesmo
processo de selecédo descrito anteriormente, exceto a alteragao do alvo biolégico
pela adsor¢cdo em placas de ELISA (Maxisorp - Nunc) de IgY policlonais anti
proteinas totais de larvas de carrapato de Rhipicephalus (Boophilus) microplus
purificadas por afinidade ao imunogeno.

Estratégia 3: O processo foi semelhante ao anterior diferindo-se pela utilizagao da
biblioteca Ph.D.7cys (New England Biolabs). A selegdo ocorreu como na
estratégia 1 tendo como diferenca a eluicdo por competicdo e os anticorpos
policlonais, como alvo biolégico para selecao, ndo foram purificados por afinidade
ao imunogeno.

Estratégia 4: Foi utilizada uma biblioteca linear f88-15 mer. Placas de
microtitulacdo (Maxisorp - Nunc) foram sensibilizadas com estreptavidina por 1h

37T e posteriormente bloqueadas por bloto a 37T d urante 1h. As IgYs foram
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conjugadas com biotina, tanto as anti-larvas de Rhipicephalus (Boophilus)
microplus, quanto as IgYs purificadas de soro pré imunes das galinhas utilizadas
como controle negativo. Ap6s 3 lavagens da placa com TBST, as IgYs
purificadas de soro pré e p6s imunes do grupo de animais imunizados com
proteinas de larvas de carrapato foram adicionados em orificios por 2h em
temperatura ambiente, sob agitacdo. Apoés 6 lavagens com TBST, foi realizado a
pré adsor¢cao da biblioteca contra as IgYs pré-imunes por 1 h a 37 C. O
sobrenadante foi coletado e incubado posteriormente com as IgYs obtidas do soro
pds imune (alvo biolégico). Foram realizadas 4 selegbes para obtencdo do
enriquecimento da sub-populagéo de fagos.

Estratégias 5: A selecdo ocorreu conforme a estratégia 3, exceto pela utilizacédo
da biblioteca Cys 3. Para esta biblioteca, o titulo de entrada foi de 2x10"2 pv na
primeira entrada e 1x10'? pv nas demais entradas para o novo ciclo de selecédo.
Estratégias 6: Foi utilizada a biblioteca conformacional f88cys6. Neste caso,
anticorpos de coelhos anti IgY foram adsorvidos em orificios de uma placa de
microtitulacdo (Maxisorp - Nunc) durante 1 hora a 37T e bloqueada
posteriormente com bloto 5% durante 1 hora a 37TC. Apds as lavagens com
TBST, o soro dos animais pré e pos imunes as proteinas de larvas de carrapato
foram adicionados em orificios separados para incubacao por 2h em temperatura
ambiente, sob agitacdo. Apo6s 6 lavagens com TBST, foi realizado a pré adsorgéo
da biblioteca contra as IgYs pré-imunes por 1 h a 37 T. O sobrenadante foi
coletado e incubado posteriormente com as IgY's obtidas do soro pés imune (alvo
biol6gico). Foram realizadas 3 selec¢des para obtencéo do enriquecimento da sub-
populacao de fagos.

Estratégias 7: Metodologia distinta da utilizada na estratégia 5 no qual foi utilizada
a biblioteca fUSE6mer. A eluicao dos fagos ligantes ao alvo ocorreu através da
competicdo com os antigenos totais em solugcdo. Nesta selecdo n&o foram
realizados os passos de pre-adsorg¢ao da biblioteca contra soro negativo.

Para as bibliotecas do tipo Ph.D.(New england Biolabs), durante e apés a
selecdo por imunoafinidade, a caracterizagéo dos clones selecionados foi através
do sistema de a-complementacgéo. O vetor de fago utilizado contém o gene lacZ, ,
permitindo que clones reativos sejam selecionados pela coloragdo das colénias

(azuis positivas ou brancas negativas). O resultado se expressa por U.F.C.
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(unidades formadoras de colbnias). Para as demais bibliotecas as titulacdes
ocorreram resisténcia aos antibiéticos. Nestes caso, o resultado se expressa em

T.U. (unidades transdutoras).

Titulagbes e purificagbes dos fagos

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). Durante as etapas, uma pequena amostra do eluato (10 L) foi titulada e o
remanescente foi utilizado para reamplificagéo, realizada em 20 mL de cultura de
E. coli (ER2537) em fase inicial de crescimento (ODgno<0,3), contendo tetraciclina,
incubando-se a cultura por 4-5 horas em agitador com temperatura a 37°C, antes
do procedimento de precipitacdo dos fagos e posterior titulagéo.

A cultura foi transferida para um tubo Oakridge (Hitachi, 50 mL) e
centrifugada (10 min, 11300G). As células residuais foram descartadas e o
sobrenadante transferido para um tubo limpo e re-centrifugado. Foi pipetado 80%
do sobrenadante para um tubo esterilizado onde foi adicionado 20% do volume de
PEG/NaCl (20% peso/volume de Polietileno glicol-8000, NaCl 2,5M, &gua), e a
mistura permaneceu em repouso por 12 horas a 4°C.

No dia seguinte, a precipitacédo foi centrifugada 15 minutos a 11300G a
4°C. O sobrenadante foi descartado e o tubo foi centrifugado brevemente, para
que o sobrenadante residual pudesse ser removido. O precipitado foi
ressuspendido em 1,0 mL de TBS, transferido para um microtubo e centrifugado
por 5 minutos, 11300G a 4°C para sedimentar os residuos celulares. O
sobrenadante foi transferido para um novo microtubo para a adicao de PEG/NaCl
(1/6 do volume). A mistura foi incubada em gelo por 1 hora e entdo centrifugada
(10 min, 14000 r.p.m, 4°C). O sobrenadante foi descartado, e a centrifugacdo foi
repetida para remocéo de sobrenadante residual. O precipitado foi ressuspendido
em 200uL de TBS, obtendo-se entdo o eluato amplificado, pronto para a titulagéo.

Os fagos reamplificados a partir do primeiro ciclo de sele¢cdo foram
utilizados em um segundo ciclo e assim subseqientemente, por um total de trés
ciclos, sendo que a partir do segundo ciclo a estringéncia do tampé&o de lavagem
foi aumentada de 0,1% para 0,5% de Tween-20 em todas as lavagens.

Para todas as titulagdes foram utilizados 1 pyL dos fagos, diluidos em 9,0
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UL de meio de cultura LB. As diluicées (10" a 10, para eluato ndo amplificado e
de 10® a 10™"", para fagos amplificados) foram incubadas com 200 L de E. coli
(ER2738) em fase de crescimento inicial por 5 minutos e plaqueadas em meio LB
contendo IPTG (0,5 mM) e X-gal (40 pg/mL), juntamente com 3,0 mL de agarose
Top (10 g de bacto-triptona, 5g de extrato de levedura, 5g de NaCl, 1 g de MgCl,.
6H,0 / litro).

Apds a incubagéo em estufa por toda a noite a 37°C, as colbnias azuis
foram contadas para a obtenc&o dos titulos de entrada e saida para todos os
ciclos de selegao (numero de coldnias azuis x fator de diluigéo).

As colbnias que apresentaram coloragdo azul, demonstrando a hidrélise
do substrato X-Gal e a expressdo do gene da [B-galactosidase dos fagos pelas
bactérias ER2738, foram reamplificadas separadamente em placas deepwell para
0 armazenamento dos clones selecionados. Para isso, cada col6nia isolada obtida
do 4° ciclo ndo amplificado foi dispensada em um pogo da deepwell contendo 1,0
mL de meio de cultura com E. coli em fase de crescimento inicial. A placa foi
incubada por 12 horas a 37°C, sob agitagdo. A placa deepwell foi centrifugada por
60 minutos a 1,55g, para a retirada do sobrenadante da cultura. Seu conteudo foi
transferido para uma outra placa Deepwell e entdo foi adicionado 1/6 do volume
de PEG/NaCl (20% de polietileno glicol-8000, NaCl 2,5 M) incubando-a por 12
horas a 4°C. A placa foi centrifugada por 1 hora a 1550g, o sobrenadante
descartado, e o precipitado suspenso em 200 uL de PBS.

A amplificagdo dos fagos das bibliotecas expressas nos vetores Fd-tet de
cada ciclo de seleg¢ao de biopanning foi iniciado pela adicdo 5 ml de uma cultura
de E. coli K91 em fase exponencial de crescimento. Ap6s uma incubacgéo de 10
minutos a 37°C, a resisténcia a tetraciclina foi i niciada pela adicdo de 95 mL de
meio LB contendo tetraciclina em uma concentracéo de 0.2 ug /mL por 30 minutos
a 37C, sob agitacdo de 250 r.p.m. A tetraciclina foi adicionada a uma
concentracgao final de 15ug/mL. A propagacgéo de células de bactérias infectadas
foi realizada a 37C, durante a noite com agitagédo de 250 r.p.m. Ap6s 12 horas de
crescimento, a suspensdo de células de bactérias foi concentrada duas vezes
(11300g e 22100g). Os fagos resultantes foram purificados do sobrenadante por
precipitacdo em PEG-8000/NaCl (1/6 do volume) durante toda a noite a 4C. Em
uma segunda precipitacdo, o pellet diluido em TBS e PEG-8000/NaCl (1/6 do
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volume) foi incubada em gelo por 2 horas e entdo centrifugada (10 min, 22100g,
4°C). O sobrenadante foi descartado e a centrifugacéo foi repetida para remogéo
de sobrenadante residual. O precipitado foi ressuspendido em 200 uL de TBS,
obtendo-se entdo o eluato amplificado pronto para a titulagéo.

A concentracdo de fagos (particulas virais por mL) foi determinada por
absorbancia de UV em um comprimento de onda entre 240 e 320 nm, tendo como
ponto de absor¢do maximo a 269nm. O calculo da concentracao viral foi baseado
na formula: particulas virais (p.v.) por mL=(Azse X 6x10'®/ nimero de nucleotideos
no genoma do fago). O estoque final de fagos foi armazenado a 4C em TBS. O
eluato final foi titulado para fornecer colonias separadas para ser propagadas de

forma independente.

Seqlienciamento de DNA dos fagos

Para a obtencdo de DNA dos fagos, 10 pyL dos fagos purificados em placa
deepwell foram adicionados a 1 mL de cultura de ER2738 em fase de crescimento
inicial em tubos Falcon de 15 mL, onde permaneceram sob agitagao vigorosa por
20 horas a 37°C. Ap6s o crescimento, as culturas foram transferidas para
microtubos para a sedimentacdo das bactérias que foram centrifugadas por 10
minutos a 1550g. 500 uL do sobrenadante foram transferidos para outro tubo, e
acrescidos a este, 200 yL de PEG-NaCl, incubando o tubo em seguida a
temperatura ambiente por 10 minutos. Apds centrifugar por 10 minutos a 22100g,
foi descartado o sobrenadante, e o precipitado foi ressuspendido em 100 pL de
Tampao lodeto (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, Nal 4 M), e entdo foi adicionados
250 uL de etanol absoluto, incubando o tubo por 10-20 minutos a temperatura
ambiente. O tubo foi centrifugado por 10 minutos a 22100g, descartando o
sobrenadante, e em seguida, foi lavado o precipitado com 500 ul de etanol 70%,
centrifugando mais uma vez por 10 minutos a 22100g. O sobrenadante foi
desprezado e o precipitado suspenso em 20 pl de agua ultra pura estéril.

O sequenciamento foi realizado utilizando o kit DYEnamic™ ET dye
termination (GE Healthcare, USA) e um sequenciador automatico MegaBace
1000 (Amersham Biosciences). Para a reagdo do sequenciamento, foi utilizado
os primers M13 (5-4oCCCTCATAGTTAGCGTAACG -3'- invitrogen), f88-4/15-
mer (5- HoAGAAGTCCGAAGACGATGA - 3’ - Invitrogem) e fUSES5/6-mer (5’-
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HoGGAGTATGTCTTTTAAGT-3’ - Invitrogem) que amplifica a regido do DNA do
fago correspondente aos insertos dos aminoacidos codificantes dos peptideos
randdmicos fusionados na proteina PIII.

A analise das sequUéncias de DNA provenientes do seqienciador
automatico foi processada em software do proprio equipamento (Sequence
Analyser, Base Caller, Cimarron 3.12, Phred 15). Logo ap0s esta pré-analise, as
seqUéncias dos vetores foram retiradas e somente aqueles insertos com residuos

perfeitos foram traduzidas.

Analises in silico

As seqiéncias de DNA geradas pelo seqlenciamento foram analisadas
utilizando-se programas in silico disponiveis:

A tradugado das sequéncias de aminoacidos obtidas no seqienciamento
foi realizada pelo programa DNA2PRO7 (http://relic.bio.anl.gov/dna2pro7.aspx);

A populacdo dos peptideos foi caracterizada quanto a frequéncia de
aminoacidos pelo programa AAFREGS (http://relic.bio.anl.gov/aafreqs.aspx ).
Inicialmente, foi utilizado o] programa AAFREQ
(http://relic.bio.anl.gov/aafreqs.aspx) para o calculo da freqiéncia dos
aminoacidos dentro da populagéo e também sua freqiiéncia na respectiva posicao
predominante dentro do inserto recombinante, indicando quais aminoacidos foram
super ou sub-representados.

Os motivos protéicos dos peptideos foram gerados pelo MOTIF2
(http://relic.bio.anl.gov/motif2.aspx). O programa nao permite substituicdes de
aminoacidos conservativas, mas jungdes idénticas. E considerado um motivo
conservado para os peptideos alinhados quando € longo o suficiente para gerar
uma estrutura secundaria parcial. O programa MOTIF2 identifica motivos
continuos e descontinuos dentro de uma populacao de peptideos.

O programa FASTAcom (http://relic.bio.anl.gov/fastaconsen.aspx)
procura por similaridade entre seqiiéncias consenso, podendo ser continuas ou
descontinuas, com multiplas proteinas conhecidas do Rhipicephalus (Boophilus)
microplus obtidas no GENEBANK. O numero minimo de identidade considerada
valida é de trés Aminoacidos para cada consenso.

A procura por similaridade entre seqiiéncias peptidicas foi realizada pelo
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programa Clustal W através de alinhamento multiplo.

A procura por similaridade e motivos protéicos entre os peptideos e
proteinas do Rhipicephalus (Boophilus) microplus foi realizada em banco de
dados publicos depositadas no GENEBANK através do BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool - http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/). Para a analise foi
utilizada a fungao “Search for Short Nearly Exact Matches” através da matriz
PAM30 do programa de software BLAST. Os peptideos contendo aminoacidos
com quatro ou mais identidades foram determinados como mimetopos das
seqUéncias protéicas alinhadas nos bancos de dados.

Para encontrar os padrbes protéicos e a linhagem taxonémica referindo-
se as familias de proteinas e dominios comuns em espécies, géneros ou taxons a
qual os peptideos pertencem, foi utilizado o programa PROSCAN (PROSITE
SCAN). Este programa examina os peptideos contra o PROSITE, um banco de
dados de familias de proteinas e dominios que consiste de locais biologicamente
significantes, padrbes e perfis que ajudam a identificar confiantemente a familia
conhecida da proteina, caso exista uma (http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-
bin/npsa_automat.pl?page=npsa_prosite.html).

Para a determinacéo da similaridade entre cada peptideo e um grupo de
proteinas preditas a partir de ESTs obitidas do carrapato Rhipicephalus
(Boophilus) microplus, foi utilizado o programa tBLASTn com os seguintes
paramentros: “ $blastall -p tblastn -i peptideos -d ests -e 100 -b 1 -F f -0 result”.
Desta forma, foi executado o programa tBLASTn dos 107 peptideos contra as
44130 ests ( $formatdb -i ests -p F -0 T) com um valor de E muito alto pra garantir
o melhor alinhamento, foi imprimido apenas 1 alinhamento para cada peptideo
com -b com filtro “low complexity” desligado e a saida impressa em "result".

Foram utilizados programas complementares de tradugcéo das sequéncias
génicas (http://ca.expasy.org/tools/dna.html), determinacdo da predigdo de pesos
moleculares de proteinas (http://ca.expasy.org/tools/tagident.html) e ajustes de

codon usage das sequéncias.

Analises de especificidade dos clones selecionados

Nesta etapa os clones obtidos por selecao bioldgica foram identificados e

validados, sendo que os estudos de imunoreatividade e imunogenicidade foram
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realizados em experimentos in vitro e in vivo. Inicialmente os clones foram
testados para determinacdo da antigenicidade por ELISA, Dot-Blot, Dot-Blot
inibicdo e Western blot. A verificagdo do perfil de imunogenicidade foi verificada
por ensaios de imunizagcdo em camundongos e bovinos, além de estudos para
determinacao de reconhecimento imune em animais infestados naturalmente
(imunotriagem). Em um teste preliminar os animais foram imunizados e
desafiados para a determinacéo de possiveis efeitos de protecdo do hospedeiro

contra o parasito.

Phage -ELISA

Os testes de ELISA foram realizados para determinagéo da reatividade
dos peptideos recombinantes (expressos nos fagos selecionados) contra os
anticorpos presentes no soro das galinhas, imunizadas com proteinas totais do
carrapato bovino. Uma placa de alta afinidade (NUNC) foi sensibilizada com 1
Mg/pogo do anticorpo policlonal purificado IgY anti-carrapato (alvo bioldgico
utilizado nas selegdes bioldgicas) diluido em 100 uL/pogo de tampé&o carbonato
(NaHCO3; 60 mM, pH 9,6) e incubada por 12 horas, sob agitacdo, a 4°C. Apo6s 3
lavagens com PBS-T 0,05% (PBS + 0,05% volume/volume de Tween 20), foram
adicionados 250 yL de tampao de bloqueio (PBS-T 0,05% - leite em p6 desnatado
5%), sendo a placa incubada por 1 hora a temperatura ambiente. A placa foi
entdo lavada por mais 6 vezes e adicionados 100 uyL de solugéo contendo fago
(um clone em cada po¢o). Ap6s a incubacéao por 1 hora a 37°C, realizou-se mais 6
lavagens. Para a detecgéo, utilizou-se o anticorpo conjugado anti-M13 marcado
com peroxidase na diluicdo de 1:5000 (GE helathcare) diluido em solugdo de
bloqueio, com incubagéo por 1 hora a 37°C. Em seguida, a placa foi lavada por
mais 6 vezes e entdo revelada com 100 uL/pogo de uma solugédo contendo OPD
(O- Phenylenediamine dihydrochrloide — Sigma Chemical), H,O, e tampao citrato
(0,1 M). A reacao foi interrompida pela adicdo de 10 uL de H,SO4 4M. A leitura da
absorbancia foi feita em leitor Multiscan Plus (Thermo Plate) verséo 2.03, com
filtro 492nm. Os clones de fagos foram submentidos a incubacdo com soros
positivos, negativos e tampao respectivamente. Foi utilizado como controle
negativo o fago M13 selvagem e também os anticorpos policlonais purificados de

soro de animais pré-imune, ndo reativo as proteinas totais de carrapato. O indice
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ELISA (IE) para os ensaios foi calculado realizando a divisdo da densidade Optica
(DO) pelo valor de cut off”. O cut off foi calculado somando-se 2 desvios padréo a
média da DO do fago M13 (controle negativo, fago sem inserto). Os |IEs maiores
que 1 foram considerados positivos e os IEs menores que 1 foram considerados

negativos.

Dot-Blots

No experimento de Dot-Blot uma membrana de nitrocelulose foi
sensibilizada com 2 uL de cada clone selecionado (107 clones totais) por amostra.
A membrana foi incubada, lavada trés vezes por 5 minutos cada com TBST (TBS
+ 0,1% volume/volume de Tween 20). Apdés as lavagens a membrana foi
bloqueada por 1 hora a temperatura ambiente com 1 mL de tamp&o de bloqueio
(PBS-T 0,1% - leite em po6s desnatado 5%). Sobre a membrana recortada
disposta em canaletas individuais, foi pipetado 100 uL de bloto com soro
policlonal (IgY anti-proteinas de carrapato) na diluicdo de 1/100 em tampao de
bloqueio. Anteriormente a incubagdo do soro na membrana, o soro foi pré
adsorvido com proteinas de extratos de células bacterianas ER2738 e particulas
virais de fago M13 selvagem. A membrana foi incubada por 2horas a temperatura
ambiente, sob agitacdo orbital. Apos este periodo a membrana foi lavada
novamente 5 vezes com TBST. Em seguida, foi adicionado o anticorpo
secundario anti-lgG de galinha conjugado com fosfatase alcalina 1:5000 (Sigma
Chemical) em tampéo de bloqueio e incubada por mais 1h, temperatura ambiente.
A reacao foi revelada com o substrato NBT/BCIP (nitroblue tetrazolium/5-bromo-4-
chloro-3-indolyl phosphate -Sigma Chemical). O fago M13 selvagem foi utilizado
como controle negativo e os antigenos totais de carrapato como controles
positivos.

Os experimentos de inibicdo foram realizados da mesma forma que o Dot-
Blot, exceto pela adigdo de um passo de pré-incubagdo do soro com proteinas de
carrapato previamente a incubacdo na membrana. Concentragdes variadas de

proteinas totais foram adicionadas na ordem de 0 a 200 ug/canaleta.

Western Blot
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Nos experimentos de Western Blot as amostras referentes aos clones de
fagos foram tratadas com DTT e imediatamente aquecidas em banho-maria por 2
min a 95T aplicados em eletroforese. As amostras f oram eletrotransferidas para
uma membrana de nitrocelulose (Amersham Pharmacia) e blogqueadas com
solugdo de bloqueio. Foi utilizado como anticorpo primario as IgY policlonais,
purificadas de soro de galinhas, anti proteinas totais de Rhipicephalus
(Boophilus) microplus . Apés lavar 5 vezes com TBST durante 5 minutos cada, as
membranas foram incubadas com anticorpo secundario anti-lgG de galinha
marcado com a fosfatase alcalina na propor¢ao de 1/5000 em tampao de bloqueio
durante 1 hora a temperatura ambiente. Apos este periodo as membranas foram
lavadas 5 vezes com TBST e a revelagdo ocorreu pela adigdo do substrato
NBT/BCIP (nitroblue tetrazolium/5 — bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate -Sigma
Chemical). Este processo foi necessario para assegurar que os peptideos
expressos na proteina Il dos clones selecionados foram reconhecidos

especificamente pelo anticorpo de proteinas de carrapato.

Teste dos fagos recombinantes como imundgenos do Rhipicephalus (Boophilus)

microplus

Preparo do indculo

Para a amplificacdo de cada clone a ser testado em ensaios de
imunizagdes e imunotriagem, foi utilizada a propor¢cdo de 1 uL de tetraciclina
(20mg/mL) para cada 1 mL do meio LB (Luria Bertane) liquido em erlenmeyers
(concentragao final de 20ug/mL), totalizando 5mL. A este meio foi inoculada uma
colbnia isolada de bactéria, cepa de E. coli ER2738 resistente a tetraciclina, que
se multiplicou durante 6 horas a 37C com agitagdo de 200 rpm. O meio de
cultura foi diluido na proporcao de 1/100, ou seja, 5 mL de bactérias em 500 mL
de meio LB com tetraciclina (20ug/mL). As bactérias foram infectadas pelos fagos
na quantidade de 50 uL (aproximadamente 1x10"ufc) e mantidas sob agitagcao
constante de 200 rpm a 37T, por 20 horas. A cultura final foi transferida para
tubos de centrifuga e submetida a 11,300g por 10 minutos, a 4T, por 2 vezes,
para eliminar os pellets de bactérias. Aproximadamente 80% do sobrenadante foi
transferido para outro tubo acrescentando-se um volume de 80 mL de PEG

(polietilenoglicol 8000 + NaCl 2,5 M), na proporcao de 1/6, e incubado overnight a
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4<C, com a finalidade de precipitar os fagos. Apdés a incubacéo, o preparado foi
centrifugado a 11,300g por 15 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet
novamente centrifugado por 1 minuto. O pellet foi diluido em 10 mL de tampé&o
TBS em tubos falcon de 15 mL e centrifugado a 1550g por 40 minutos, a4 C. O
sobrenadante foi transferido para um novo microtubo, onde foi acrescentado 1/6
de PEG e incubado por 60 minutos. Novamente foi centrifugado a 1550g por 40
minutos @ 4T e o sobrenadante foi descartado. O so brenadante residual foi
retirado e o pellet diluido em 4mL de TBS.

Os fagos foram quantificados em particulas virais por mL por
espectofotometria direta em espectofotdmetro utilizando leitura de UV a 269nm,
como descrito nos experimentos anteriores.

Para a titulacdo dos clones, a solugcédo de fagos titulada foi submetida a
diluicbes seriais de 10 vezes em meio LB liquido. Para amplificagcédo foram
utilizadas as diluices de 107 a 10™"2. Em cada diluicgo foi acrescentado 200uL da
cultura de ER2738 na fase mid-log. Esta mistura foi agitada brevemente e
incubada por 5 minutos a temperatura ambiente. As células infectadas foram
transferidas para tubos de cultura contendo 3 mL de agarose top a 45°C,
(invertidos rapidamente) e espalhadas sobre uma placa de petri contendo meio
LB sélido, com IPTG/Xgal e tetracilina. Para cada dilui¢ao foi utilizada uma placa,
que foi vedada com parafilme, invertida e incubada a temperatura de 37°C,
durante 16 horas. Apés este periodo, colénias azuis foram contadas e as placas
possuidoras de aproximadamente 100 col6nias foram identificadas como as

portadoras das diluicbes que representaram os titulos.

Inoculagbes

Inoculagdes de clones de fagos em camundongos

Fagos purificados foram utilizados para a imunizacdo de fémeas de seis
semanas de idade e peso médio de 28 gramas da linhagem BALB/c através de
inje¢cdes subcutaneas. Cada imunizagao consistiu em aproximadamente 10" pv
(particulas virais) diluidos em 100uL de TBS, sem a presenca de adjuvantes,
exceto em alguns casos especificos citados posteriormente. Nas imunizagbes
foram utilizados cinquienta grupos, contendo cinco animais por grupo, sendo que a

imunizagao foi feita com trinta e sete clones diferentes, fago selvagem M13 e fd-
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tet, trés peptideos sintéticos, trés fagos representantes destes peptideos
sintéticos e controles de reacdo adequados. O tampao TBS e o fago M13
selvagem foram utilizados como controles negativos e as proteinas totais de
Rhipicephalus (Boophilus) microplus como controles positivos. Nao foi utilizado
adjuvante para as imunizagdes, exceto para os peptideos sintéticos e os controles
correspondentes, sendo adjuvante completo de Freund (Sigma Chemical Co,
USA) na primeira imunizagdo e o incompleto de Freund (Sigma Chemical Co,
USA) nas demais, pela via subcutanea. Os animais foram imunizados a cada
duas semanas perfazendo sete imuniza¢des no total. As coletas de sangue, pela
veia orbital, foram realizadas nos dias 0, 30, 60 e 90 ap6s as imunizagdes.

Na escolha dos clones foram utilizados os seguintes critérios: maior
freqUéncia peptidica, maior reatividade por Phage -ELISA, Dot-Blot, Western Blot
e ensaios de inibicdo por dot-blot. Os seguintes clones foram testados: Seq. ID N°
1, Seq. ID N® 2, Seq. ID N® 7, Seq. ID N® 10, Seq. ID N° 11, Seq. ID N® 12, Seq. ID
N 14, Seq. ID N® 15, Seq. ID N2 17, Seq. ID N° 18, Seq. ID N° 22, Seq. ID N° 25,
Seq. ID N° 26, Seq. ID N° 27,Seq. ID N° 28, Seq. ID N° 32, Seq. ID N® 40, Seq. ID
N2 41, Seq. ID N°® 47, Seq. ID N° 48, Seq. ID N° 50, Seq. ID N° 51, Seq. ID N° 67,
Seq. ID N° 69, Seq. ID N° 70, Seq. ID N° 75,Seq. ID N° 76, Seq. ID N° 80, Seq. ID
N© 82,Seq. ID N° 83, Seq. ID N® 91, Seq. ID N®92,Seq. ID N2 93 e Seq. ID N° 94,

Os niveis de anticorpos especificos no soro dos camundongos foram
mensurados como se segue: cada amostra de sangue foi fracionada em tubos
tipo eppendorf e armazenadas a -20° C. Placas de microtitulacdo de fundo chato
(96 well: Nunc, Roskilde, Denmark) foram sensibilizadas com proteinas totais
diluidas em PBS, pH 7,2 na dose 1 ug/mL, overnight a 4C. Apés a sensibilizagdo
as placas foram lavadas e os soros dos animais foram adicionados a cada poc¢o,
diluidos em solucéo de bloqueio na diluicdo de 1:100 e incubados durante 2 horas
a 37T. Apoés este periodo, as placas foram lavadas e incubadas com conjugado
anti-camundongo complexado com peroxidase, diluidos em solugdo de bloqueio
na propor¢cao de 1:5000, durante 1 hora a 37C. O substrato utilizado para a
revelagao foi o OPD e a paralisacado da reacao foi feita com acido sulfurico. A
leitura de absorbéancia foi determinada a 492 nm em leitor de microplaca (Flow
Titertek Multiskan Plus - USA).

No segundo teste de inoculagdes em camundongos, para a imunizagao
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com os clones foram utilizados camundongos fémeas de seis semanas de idade e
peso médio de 28 gramas da linhagem Swiis. Doze grupos de trés animais em
cada grupo, foram imunizados com nove clones diferentes (Seq. ID N° 18, Seq. ID
N© 19, Seq. ID N° 20, Seq. ID N° 21, Seq. ID N® 22, Seq. ID N°® 26, Seq. ID N° 32,
Seq. ID N° 37, Seq. ID N2 41) controle do tamp&o PBS, fago M13 selvagem e o
pool dos fagos (conjunto destes clones em uma mesma dosagem) na dose de 2,5
X 10" ufc em um volume de 100 ML, com adjuvante incompleto de Freund
(Sigma Chemical Co, USA), pela via intraperitoneal. Os animais foram imunizados
nos dias 0 e 12. Coletas de sangue, pela veia orbital, foram realizadas nos dias 0,
12 e 19 pds-imunizacgao.

Apds as imunizagcdes os niveis de anticorpos especificos no soro de
camundongos foram mensurados da seguinte forma: cada amostra de soro foi
aliquotada em tubos tipo eppendorf e armazenadas a -20° C. Placas de
microtitulacdo de fundo chato (96 well: Nunc, Roskilde, Denmark) foram
sensibilizadas separadamente com os clones e também proteinas totais diluidos
em PBS, pH 7,2, na dose de 5 X 10" ufc/mL, overnight & temperatura ambiente.
Apds a lavagem, os soros dos animais foram adicionados, diluidos em PBS 1:100
e incubados durante 1 hora a 37C. Apés este period o as placas foram lavadas e
incubadas com conjugado anti-camundongo, no caso dos camundongos, e anti-
bovino feito em coelhos, no caso dos bovinos, diluidos em PBS 1:2000, durante
1hora a 37C. O substrato utilizado para revelagdo foi o OPD e a paralisacéo da
reacao feita com acido sulfurico. A leitura de absorbancia foi determinada a 492

nm em leitor de microplaca (Flow Titertek Multiskan Plus - USA).

Ensaios de infestacéo natural e desafio de bovinos

Ensaios de desafio com carrapatos em bovinos inoculados com clones de phagos

Nesta etapa bovinos da raca holandesa foram submetidos ao desafio
com carrapatos ap6s serem inoculados com os clones de fagos. Para isto, um
més antes das imunizagdes, os animais passaram por uma série de quatro
banhos a cada sete dias, com carrapaticidas comerciais (organofosforados), na
tentativa de eliminar todos os carrapatos presentes, decorrentes de infestacdes

de campo anteriores (infestacdo média). Seq. ID N°
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Nos ensaios preliminares de imunizagdo dois grupos com dois animais
machos, com idade aproximada de 18 meses, foram utilizados para o teste de
inoculagao e desafio. Os animais foram imunizados por via intramuscular com um
pool dos clones mais reativos (Seq. ID N° 18, Seq. ID N° 19, Seq. ID N° 20, Seq.
ID N® 21, Seq. ID N° 22, Seq. ID N° 26, Seq. ID N°® 32, Seq. ID N° 37, Seq. ID N°
41) na dose de 2,5 X 10" ufc (grupo 1) e o fago M13 selvagem na mesma dose
(grupo 2), em um volume de 1mL, com adjuvante incompleto 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 p6s-imunizagao.

Doze dias apds a primeira inoculagédo os animais foram infestados com
larvas do carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus (cepa Vallée), foram
feitas duas infestagcdes com 5.000 larvas em cada uma, com intervalo de um dia.
Os animais foram monitorados duas vezes ao dia durante os primeiros dias de
inoculagao para a checagem de possiveis reac¢des cutédneas de hipersensibilidade
aos fagos.

Observacgdes clinicas semanalmente foram realizadas até o 24° dia apos
a primeira infestacédo. Os carrapatos adultos ao desprenderem-se foram coletados
do chao das baias, as quais foram devidamente preparadas para as coletas, e
realizou-se a identificacdo dos carrapatos de acordo com as baias. Cada fémea
foi pesada em uma balanga de precisdo e preparada para a postura dos ovos em
uma estufa a 27°C e 80% de umidade (Oba, 1976). Os ovos foram pesados e
dispostos em uma estufa durante 30 dias para o processo de eclosdo. As larvas
foram também pesadas em uma escala de precisdo (Massard et al, 1995). Os
dados dos parametros bioldgicos (contagem, peso das fémeas adultas, peso dos
ovos, larvas e estado fisioldgico geral) foram analisados ap6s a observacéo dos

dados.

Ensaios de infestagdes natural em bovinos com carrapatos (imunotriagem)

Inicialmente foi realizado um teste de imunotriagem no qual 16 bovinos,
sendo 8 da raca nelore e 8 da raga holandesa, foram infestados naturalmente
com larvas de carrapatos. Apds a observagdo de um padrdo de contagem de
carrapatos medindo de 4,5 a 8mm, no flanco direito de cada animal, foram

escolhidos 4 animais (dois de cada raga), um animal com alta contagem e outro
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com baixa contagem, na tentativa de buscar uma relagdo entre os animais com
maior susceptibilidade e outros com maior resisténcia em situagdes de infestagao
natural.

Apds a determinacédo do padrao de resposta a infestacdo, os soros dos
animais foram colhidos, processados e realizado um ensaio de Dot-Blot
(metodologia descrita anteriormente) para determinacao de imunoreatividade de
IgGs de bovino. Os seguintes clones foram testados: Seq. ID N° 1, Seq. ID N° 2,
Seq. ID N° 7, Seq. ID N2 10, Seq. ID N° 11, Seq. ID N® 12, Seq. ID N° 14, Seq. ID
N© 15, Seq. ID N° 17, Seq. ID N° 18, Seq. ID N® 22, Seq. ID N° 25, Seq. ID N° 26,
Seq. ID N° 27,Seq. ID N° 28, Seq. ID N° 32, Seq. ID N°® 40, Seq. ID N® 41, Seq. ID
N2 47, Seq. ID N°® 48, Seq. ID N° 50, Seq. ID N° 51, Seq. ID N° 67, Seq. ID N° 69,
Seq. ID N° 70, Seq. ID N° 75,Seq. ID N° 76, Seq. ID N°® 80, Seq. ID N° 82, Seq. ID
N® 83, Seq. ID N2 91, Seq. ID N° 92,Seq. ID N° 93, Seq. ID N° 94. O fago M13
selvagem foi utilizado como controle negativo e as proteinas totais de carrapato

como controle positivo.

Testes cuténeo de hipersensibilidade dos clones de fagos em bovinos infestados

naturalmente

Testes de hipersensibilidade cutédnea foram realizados com a inoculagao
dos clones de fagos no tecido subcutdneo de bovinos infestados com
Rhipicephalus (Boophilus) microplus e mantidos em sistema de pastejo
controlado. As inoculagbes foram realizadas na lateral do pescogo e no dorso das
orelhas. Previamente, a regido a ser inoculada foi tricotomizada e desinfetada
com alcool na concentracédo de 70%. Foram utilizados 4 clones distintos para o
experimento, sendo eles: C1 — Seq. ID N® 2, C2 - Seq. ID N°® 18, C3 - Seq. ID N°
32, C4 - Seq. ID N® 47. O fago M13 selvagem representou o controle negativo do
fago, o TBS como controle negativo do tampao e o antigeno total de larvas como
controle positivo. Foram inoculadas no pescoco trés diferentes dosagens dos
fagos, compreendendo 10", 10" e 10" particulas virais. Na orelha foi inoculado
apenas a concentracdo de 10" particulas virais. Para as leituras foi utilizado um
espessimetro de papel. As leituras foram realizadas em intervalos especificos de
tempo, compreendendo o periodo de 0 a 96 horas a partir do momento da

inoculagao dos clones de fagos.
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Sintese dos genes artificiais contendo multiplos mimetopos de Rhipicephalus

(Boophilus) microplus

Nesta etapa foi realizado o desenvolvimento do sistema de multiplos
peptideos miméticos (ou MAPs - Multiple Antigens Peptides) a partir dos clones

de fagos selecionados e caracterizados por Phage Display.

Projeto dos genes artificiais

No gene A definido como multi-mimético foi determinada a utilizagdo das
sequUéncias de 10 mimetopos distintos, escolhido pelos estudos in vivo e in vitro
dos clones de fagos. Os mimetopos foram arranjados em tandem para o gene A
(na ordem de Seq. ID N2 47, Seq. ID N° 70, Seq. ID N° 50, Seq. ID N° 18, Seq. ID
N2 7, Seq. ID N° 26, Seq. ID N2 41, Seq. ID N° 22, Seq. ID N° 2, Seq. ID N2 15).
Foram inseridos 4 espacgadores peptidicos (GGGS) entre cada mimetopo disposto
na seqléncia do gene A. Em trés peptideos deste gene (Seq. ID N° 47, Seq. ID
N2 70 e Seq. ID N° 50) foram utilizadas duas cisteinas flanqueando a seqiiéncia
peptidica além de uma Alanina N-terminal. No gene B, o procedimento foi idéntico
a sintese do gene A utilizando apenas o mimotopo conformacional Seq. ID N° 47
em 10 repeticdes em tandem tendo o mesmo espagador (GGGS), além de duas
cisteinas flanqueando a seqiiéncia peptidica e uma alanina como estabilizadora

da estrutura N-terminal peptidica .

Sintese quimica, clonagem e expressao génica

Os genes artificiais A e B foram sintetizados quimicamente e clonados
pela empresa genscrip (www.genscript.com). Inicialmente a seqiiéncia de DNA
dos genes artificiais foi determinada e disposta em tandem, tendo sitios de
restricdo para as enzimas Kpn1 e Not1. Para evitar repeticbes de determinados
nucleotideos, com isto impossibilitar a construgdo correta do gene artificial, as
sequéncias foram submetidas aos ajustes de codon usage. Neste processo, para
possibilitar a sintese quimica, as seqiéncias de aminoacidos que apresentaram
cédons redundantes foram alternadas para manter o mesmo aminoacido e
alternancia da sequéncia nucleotidica, mantendo o equilibrio entre as 4 bases de
nucleotideos presentes na sequéncia artificial. Em seguida as sequéncias dos

oligopeptideos foram sintetizadas, ligadas e clonadas no vetor pUC18 e sub-

74



clonadas no vetor de expressdao pET32a (novagen). Para a confirmagdo do
processo as sequUéncias foram checadas pelo seqienciamento de DNA dos

insertos presentes no vetor de clonagem (dados ndo mostrados).

Expressao das proteinas recombinantes PRA e PRB

Para a expressao das proteinas recombinantes PRA e PRB, foram
realizadas sub-clonagens do vetor pUC18 para o vetor de expressdo em
procariotos pET32a (Novagen) utilizando os sitios de restricdo das enzimas Kpn1
e Not1. Os vetores de expressao resultantes foram transformados em E. coli top
10, E. coli BL21 (DE3) e E. coli origami B (DE3) pLysS. Na transformagé&o metade
do sistema de ligagédo (inserto e vetor) foi inoculada em células competentes e
incubada no gelo por 30 minutos. Apds esse tempo, foi submetido a um choque
térmico a 42T por 90 segundos seguindo-se de uma rapida incubagao no gelo
por mais 2 minutos. Foi adicionado meio LB as células transformadas e o
crescimento da cultura foi realizado sob agitacdo de 250 rpm por 1 hora a 37T.
Em seguida, os produtos da transformacédo foram plaqueados em duas placas
contendo LB agar e ampicilina. Estas placas foram incubadas a 37T por 16
horas. ApOs a transformagado coldnias isoladas foram inoculadas em meio LB
contendo ampicilina e as culturas foram crescidas sob agitagcdo de 250 rpm a
37T por 16 horas. Foram realizadas extragdes de plasmideos por lise alcalina
das culturas para obtencéo do plasmideo intacto (pET32a), seguidas da digestao

destes com Kpn1 e Not1 para confirmacgao da presencga do inserto.

Teste de expresséo

Foi realizada uma cinética de expressao das proteinas recombinantes
para determinacdo da presenca destas proteinas no extrato bruto de bactérias E.
coli origami B (DE3) pLysS. As colbnias transformadas foram crescidas em
cultura e induzidas com isopropyl-d-thiogalactopyranoside (IPTG).

Antes de iniciar a indugao foram preparadas células competentes E. coli
origami B DE3 (pLysS). Em seguida o plasmideo pET32a, contendo o inserto para
0os respectivos genes, foi incubado com estas células competentes recém-
preparadas, no gelo por 30 minutos. A partir desse momento foi feito o processo

de transformagao como descrito anteriormente. Apos a transformagéo foi feito um
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pré-indculo, em tubos estéreis, de 1 clone isolado da placa de transformagdo com
meio LB contendo ampicilina. A cultura foi crescida sob agitacdo de 250 rpm a
37T por 16 horas. Um inoculo foi feito a partir do pré-indéculo, com meio LB
contendo ampicilina, seguindo-se de incubagédo sob agitacdo de 250rpm a 37T
por 30 minutos. Em seguida o crescimento celular foi acompanhado até atingir
ODsoonm igual a 0,9. Neste momento, retirou-se uma aliquota (tempo zero), que foi
centrifugada e descartou-se o sobrenadante e o pellet foi ressuspendido em
tampao de amostra 2x SDS-PAGE. No restante da cultura foi adicionado IPTG
1mM e incubou-se a 37T sob agitagao de 250 rpm.

Aliquotas de células foram retiradas a cada 1 hora para analise em SDS-
PAGE. Cada aliquota coletada foi centrifugada, descartando o sobrenadante e
ressuspendendo o pellet em tampéo de amostra 2x SDS-PAGE. As aliquotas dos
tempos 0, 1, 2 e 3 foram analisadas em 2 géis por SDS-PAGE. Apds a corrida, o
primeiro gel foi corado com azul de Coomassie R-250 (Sigma) descorado com
metanol 30% e &cido acético glacial 7% e observado em transiluminador. O
segundo gel foi utilizado para imunodeteccdo por Western blot. Foram
comparadas a presenca e ausencia de bandas correspondentes as proteinas
recombinantes PRA e PRB antes e depois da indugédo por IPTG em diferentes

intervalos de tempo.

Andlises da reatividade das proteinas expressas (PRA e PRB) no sistema

heterdlogo

As amostras obtidas no experimento anterior foram também submetidas a
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 16%) para a realizacdo do
Western Blot. O gel foi eletrotransferido para uma membrana de nitrocelulose
(GE healthcare). A membrana foi bloqueada por 2 horas com leite em pd
desnatado diluido na concentracdo de 5% em TBS-T (0,01%) e mantido sob
temperatura ambiente e agitacdo constante. Os anticorpos policlonais de
galinhas, reconhecedores de proteinas totais de carrapatos, utilizados para a
selecdo dos peptideos isolados nas selegdes das bibliotecas de Phage Display
foram utilizados como anticorpos primarios. Foi utilizada a diluicdo de 1:500 em
tampao de bloqueio. Nesta etapa o tampé&o de bloqueio continha extrato bruto de

bactérias E. coli origami B (DE3) pLysS nao transformadas, as quais foram
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utilizadas como adsorvente do soro. A mistura de anticorpos primarios foi
incubada por 1 hora antes da adicdo a membrana em um processo de pré-
adosercao e posteriormente mais 1 hora de incubagdo com a membrana, sendo
todo o processo realizado em temperatura ambiente, com agitacdo constante. A
membrana foi lavada com PBS-T por 3 vezes durante 10 minutos cada e
incubada por 1 hora a temperatura ambiente com IgG de cabra anti-IgY de
galinhas conjugadas com a fosfatase alcalina. Apos 3 lavagens com TBS durante
30 minutos, as proteinas reativas na membrana foram detectadas
colorimetricamente com o substrato 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate
(BCIP)/nitro-blue tetrazolium (NBT).

Preparacgéo das proteinas recombinantes

As células de E. coli origami B (DE3) pLysS transformadas (gene A e
gene B) foram crescidas em culturas de 1 litro e induzidas por IPTG (1mM), foram
coletadas apd6s 5 horas de indugéo, concentradas por centrifugagdo (5500 rpm
por 15 min) e lavadas uma vez com o tampé&o 1 de lise celular (1mM EDTA pH
8.0, 50mM Tris—HCI, pH 8.0 e 100nM de NaCl), na propor¢éo de 3 mL para cada
grama do pellet de células. Para cada grama de pellet foi adicionado 4uL de
PMSF 100mM e 80 uL de solugéo de lisozima (10 mg/mL) e mantido sob agitacao
por 20 minutos. Foi adicionado posteriormente 4 mg de acido deoxilico por grama
de E. coli. e incubado a 37°C até o lisado se tornar viscoso, sendo adicionado 20
uLde 1Tmg/mL de DNase 1 por grama de E. coli. As células foram mantidas por 30
minutos até a perda da viscosidade. Para peletizar os corpos de inclusio o lisado
de células foi centrifugado em maxima velocidade por 15 minutos e o
sobrenadante foi descartado, sendo o pellet dissolvido em 1mL de agua por
grama de E. coli. Ap6s centrifugacao o precipitado foi brevemente lavado com
uréia 5M diluida em 100mM de Tris—HCI (pH 8). A solubilizacdo dos corpos de
inclusao foi realizada apés a centrifugacao dos pellets ressuspendidos no tampao
de solubilizacdo dos corpos de inclusdo contendo 0,1 mM de PMSF e mantidos a
temperatura ambiente por 1 hora. Foi adicionado 9 volumes do tampdo 2 de
solubilizacdo dos corpos de inclusao e a mistura foi incubada por 30 minutos em
temperatura ambiente. O pH da solugao foi ajustado com 12 M de HCI para 8 e

incubados por pelo menos 30 minutos em temperatura ambiente. A mistura foi
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centrifugada em maxima velocidade por 15 minutos, em temperatura ambiente,
sendo o sobrenadante coletado e dializado em 20mM Tris—HCI (pH 8.5) por 48
horas. As preparagdes com as proteinas recombinantes foram analisadas por
SDS-PAGE 16% e armazenadas a -20 °C até o uso.

Purificagdo das proteinas recombinantes por cromatografia de afinidade

A proteina recombinante expressa foi purificada por cromatografia de
afinidade em coluna de niquel e Sepharose (HisTrap™) (amershan biosciences).
As preparagbes com as proteinas recombinantes foram analisadas em SDS-

PAGE 16% e armazenadas a -20 °C até o uso.
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RESULTADOS

Inicialmente, na selecdo bioldgica por imunoafinidade, foi necessario a
geracdo de anticorpos policlonais anti-proteinas totais de Rhipicephalus
(Boophilus) microplus objetivando ndo s6 a selecdo dos peptideos randémicos
expressos nas bibliotecas de Phage Display, mas principalmente descobrir novos
antigenos ocultos que pudessem ser reconhecidos pelo sistema imune da
galinha, um animal ndo hospedeiro deste parasito. Neste processo o alvo
biolégico foi as IgY policlonais desenvolvidas em galinhas, obtidas pelas
imunizagdes com extrato protéico total dos estagios de larvas e teledginas. Apos
a obtencao dos clones foram realizados diversos experimentos in vitro e in vivo,
para a validacdo do processo de selecdo e caracterizacdo dos clones.
Finalmente, alguns peptideos foram escolhidos para a construgdo de um sistema
recombinante de multiplos epitopos, ligados em tandem, os quais foram

expressos em um sistema heterélogo de procarioto.

Producao e caracterizacdo de soro hiperimune em galinhas imunizadas com os

antigenos totais do Rhipicephalus (Boophilus) microplus

Esta etapa inicial teve como objetivo a extracdo das proteinas totais,
analise da resposta imune de galinhas imunizadas com estes in6culos, purificacéo
das imunoglobulinas especificas do soro e ovos e verificagdo do reconhecimento
dos anticorpos de galinhas imunizadas com os extratos protéicos totais de larvas
e adultos do carrapato bovino Rhipicephalus (Boophilus) microplus.

Galinhas foram imunizadas com proteinas totais, extraidas de larvas e
teledginas do carrapato bovino Rhipicephalus (Boophilus) microplus, para a
producao de soro policlonal. O perfil protéico da extragdo das proteinas totais foi
verificado por SDS-PAGE 10% (Figura 4). Nesta figura, as linhas A e B
representam as proteinas totais extraidas de larvas e adultos, respectivamente. O
resultado foi condizente com o perfil protéico desejado, tendo diversas bandas
protéicas de intensidades e pesos moleculares variados.

Foram utilizadas para a imunizagdo galinhas de trés semanas de idade,
da raca White-Leghorn. Todos os animais imunizados desenvolveram anticorpos

reativos ao extrato protéico de Rhipicephalus (Boophilus) microplus, em contraste
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com os animais controles negativos (Figura 5). Os titulos de anticorpos foram

acima de 145800 para larvas e acima de 16200 para adultos.

Figura 4 - Gel SDS-PAGE 10%, representando proteinas totais de larvas (L) e

teledginas (T).
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Figura 5 - Resultados do ELISA expressados como titulos (Titulo = diluigdo do soro
baseado no valor do cut off). O grafico foi representado pela disposi¢ao
dos valores de ELISA (OD 492nm) em funcéo da diluicéo (3 vezes) dos
soros testados. Na legenda: galinhas imunizadas com antigenos de
larvas (GL1 e GL2), galinhas imunizadas com proteinas de adultos (GT1
e GT2), soros pré-imunes (SPIL1, SPIL2, SPIT1 e SPIT2) e os controles
negativos de reacéo (BL1 e BT1).
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Os anticorpos presentes no soro e ovos foram precipitados por sulfato de
amonio e cromatdgrafados em colunas de troca ibnica. As imunoglobulinas
purificadas foram caracterizadas parcialmente quanto a pureza por SDS-PAGE
(Figura 6). O Processo de purificacédo de imunoglobulinas a partir do soro e ovos
de galinhas mostrou ser eficiente. A Figura 6 mostra um padrao de eletroforese
das preparacbes de IgYs purificadas comparadas com soro total (colunas A e B),
assim como um padréo de purificagdo rotineiro para IgGs de coelhos em nosso
laboratério (C) em condigbes ndo redutoras. Foram utilizadas condi¢des redutoras
por dithiothreitol-DTT (colunas D e E) para a determinacéo das cadeias leves e
pesadas. Foi verificada a presenga de uma banda forte de aproximadamente 180
kDa no soro correspondente ao peso molecular da IgY (colunas F). Sob
condi¢cbes redutoras com DTT ocorreu a presenca de uma banda com peso
molecular de aproximadamente 66 kDa, sendo a cadeia pesada do anticorpo e
duas bandas menores correspondentes a aproximadamente 28 kDa, sendo a
cadeia leve. Foi possivel demonstrar a boa seletividade na purificagcdo dos
anticorpos por sulfato de aménio associada a uma eficiente cromatografia de

troca ibnica.
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Figura 6 - SDS-PAGE (16%) - IgYs obtidas por precipitacdo com sulfato de
amoénio e cromatografadas em resina de troca ibnica. colunas A -
amostra de soro total de galinhas, colunas B — Frac&o de IgY obtida do
void , colunas C — IgG de coelho purificada, colunas D e E — amostras B

e C reduzidas por DTT, colunas F — Marcador de baixo peso molecular
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Foi realizado um método alternativo para a purificagado por afinidade dos
anticorpos policlonais especificos de carrapato. O extrato protéico de carrapato foi
adsorvido em uma membrana de nitrocelulose e a membrana contendo as
proteinas foi incubada com a fragdo parcialmente purificada de IgY.
Posteriormente as membranas foram lavadas com PBST e monitoradas por
leituras no espectofotometro no final da lavagem para averiguacdo do
desprendimento de proteinas da membrana. Os anticorpos foram eluidos,
neutralizados e a concentracao do eluato foi estimado por espectofotometria (OD
280nm) e a qualidade verificada por SDS-PAGE 10% (Figura 7). Neste
experimento foi verificada a presenga de bandas de menor intensidade para
anticorpos eluidos de proteinas totais de larvas e adultos (colunas C e D,
respectivamente) quando comparadas as bandas da fracdo de anticorpos IgY anti
larvas e adultos parcialmente purificada no experimento anterior (colunas A e B,

respectivamente).

o ; 4= \gY

A B Cc D

Figura 7 - SDS-PAGE (Gel 10%) de prepara¢des de imunoglobulinas de
galinhas, obtidas através da purificacdo por imunoafinidade dos
anticorpos com proteinas totais do Rhipicephalus (Boophilus)
microplus. A seta indica as imunoglobulinas de galinha. Colunas A e B
pool das fragbes de IgY obtidas pela precipitagdo por sulfato de
aménio e cromatografadas para IgY anti-larvas e teledginas,
respectivamente. Linhas C e D representam a fracao do eluido de IgY
apos eluicdo acida e neutralizagédo para as fragdes de anticorpos anti-

larvas e teledginas, respectivamente.
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Por fim, para verificar a funcionalidade dos anticorpos policlonais
purificados, foi realizado um experimento de Western blotting (Figura 8). Os
resultados mostraram reatividade das IgYs contra as principais proteinas dos
estadios de larvas (A) e adultos (B) do Rhipicephalus (Boophilus) microplus frente
as diversas diluicdes da fragdo de anticorpos IgY purificadas (1:180, 1:360, 1:720,
1:1440). Foram identificadas bandas fracas para as proteinas de menor peso

molecular, bem como bandas fortes com massas moleculares maiores.

1/180 1/ 360 1/720 1/1440 1/180 1/ 360 1/720 1/1440
A B

Figura 8: Caracterizacdo das imunoglobulinas de galinhas purificadas e eluidas
por afinidade. Pelo experimento de Western blot foi possivel verificar o
reconhecimento das proteinas de larvas (A) e adultos (B) de
Rhipicephalus (Boophilus) microplus em diferentes diluicdes dos

anticorpos policlonais (IgY).

Desta forma, pela purificagcdo e analise da resposta imune em galinhas
imunizadas com extrato protéico de Rhipicephalus (Boophilus) microplus foi
possivel demonstrar a capacidade de utilizar galinhas como fonte produtora de
anticorpos policlonais especificos e estes foram funcionalmente reativos contra as

proteinas da fase larval e adulta de Rhipicephalus (Boophilus) microplus.
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Obtencao de peptideos miméticos de epitopos de proteinas do Rhipicephalus

(Boophilus) microplus pela utilizacdo de bibliotecas de Phage Display

Esta etapa refere-se a selegcdo e caracterizagdo dos peptideos
recombinantes miméticos e motivos protéicos. Diversos parametros podem ser
utilizados para indicar o sucesso da selecdo de cada peptideo, como pode ser
visualizado na Tabela 1. Os mesmos parametros foram anteriormente utilizados
por Rodi e colaboradores (2002). A Tabela 1 apresenta o enriquecimento das
selegbes pelos titulos obtidos durante as etapas de selegdo biolégica. As
selecdes estdo indicadas pela letra S, foram realizadas no total sete selegdes
distintas. Na segunda coluna foram demonstradas as bibliotecas utilizadas para
as selecdes. Na terceira coluna foi representado o alvo utilizado para a selecao de
clones. Na quarta coluna os ciclos de selecdo para cada selecdo S.
Posteriormente foram determinados valores de entrada e a saida de fagos em
cada etapa de selegéo. Os titulos foram indicados pela contagem de unidades
formadoras de colénias (UFC) ou Unidades transdutores (TU) para as bibliotecas
do tipo Ph.D. e Fd-tet, respectivamente. A taxa efetiva de enriquecimento em
cada selecao S foi apresentada. Quanto maior for o coeficiente de enriquecimento
ao longo dos ciclos de selecdo maior € o enriquecimento. Todas as etapas sao
representadas por valores de enriquecimento confirmado pela divisdo do titulo da
saida pelo titulo da entrada multiplicado por 100. Por fim, foi determinada a taxa
efetiva de enriquecimento que consiste na taxa de enriquecimento do ultimo ciclo
pela taxa do primeiro ciclo, perfazendo o resultado representado como o numero
de vezes em que a selegao enriqueceu.

De forma geral, todas as sele¢cdes apresentaram enriquecimento nas
etapas iniciais comparadas com as etapas finais de selecdo, com exceg¢ao da
selecdo S1 (0,6), demonstrando que a selecdo dos clones foi direcionada ao alvo
(Tabela 1). Para as sele¢des S3, S5 e S7 foram obtidas taxas de enriquecimento
em todas as etapas de selecdo. Nas selecbes S1, S2, S4 e S6 ocorreu o
empobrecimento do primeiro para o segundo ciclo. Posteriormente, ocorreu
enriquecimento do segundo para o terceiro ciclo em todas as etapas. Também, foi
observado que o titulo na saida do terceiro ciclo foi superior a saida apo6s o

primeiro ciclo de lavagem em todas as selecdes.
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Analises das seqtiéncias dos peptideos selecionados

Apbs o processo de selecao biolégica os clones selecionados foram
caracterizados por sequenciamento de DNA da regido correspondente ao inserto
dos peptideos recombinantes (Tabela 2). As seqliéncias peptidicas estao
dispostas em ordem numeérica referente ao sequenciamento de DNA da regido
correspondente ao inserto fusionado ao fago. A representacao esta de acordo
com o tipo da biblioteca utilizada (Seq. ID N° 1 a Seq. ID N° 46 biblioteca Ph.D.-
12mer, Seq. ID N° 47 a Seq. ID N° 74 biblioteca Ph.D.-C7C, Seq. ID N° 75 a Seq.
ID N2 79 para a biblioteca F88-15mer, Seq. ID N° 80 a Seq. ID N° 90 para a
biblioteca Cys3, Seq. ID N® 91 a Seq. ID N° 93 para a biblioteca Cys6 e Seq. ID
N® 94 a Seq. ID N° 107 para a biblioteca Fuse-6mer). A esquerda da seqléncia
esta representado o numero identificador da seqiéncia e a direita entre
parénteses o numero de freqléncia do peptideo quando apareceu mais de uma
vez na populagao selecionada.

Apobs trés ciclos de selecbes foram obtidos 107 seqliéncias peptidicas
distintas (Seq. ID N® 1 a Seq. ID N° 107) representadas por peptideos
recombinantes expressos em bacteri6fagos filamentosos (46 clones da biblioteca
Ph.D.-12mer, 28 clones da biblioteca Ph.D.-C7C, 5 clones da biblioteca F88-
15mer, 11 clones da biblioteca Cys3, 3 clones da biblioteca Cys6 e 14 clones da
biblioteca Fuse-6mer). O maior numero de clones foi obtido pela utilizagdo das
bibliotecas Ph.D.-12mer e Ph.D.-C7C. A biblioteca Cys3 apresentou a menor
variabilidade de sequiéncias. Os peptideos Seq. ID N° 47, Seq. ID N° 91, Seq. ID
N2 18, Seq. ID N° 1, Seq. ID N° 2, Seq. ID N° 75, Seq. ID N° 76, Seq. ID N° 80
foram os mais freqlientes nas selecgoes.

A caracterizagao dos peptideos e motivos protéicos obtidos foi realizada
por analises de in silico (Tabela 3). Neste estudo foram analisados 107 peptideos,
com extensbes de 6 até 16 aminoacidos por peptideo, totalizando 1109
aminoacidos. Os aminoacidos leucina (L), prolina (P) e serina (S) apresentaram
as maiores freqiéncias, com seus valores de 0,1001; 0,0974 e 0,0956

respectivamente.
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Tabela 4 — Determinagéo das seqiiéncias consenso.

Consenso Frequiéncia Consenso Frequiéncia
VNYNGKEHLLIP 9/74 GLFTPDKSPAKT 2/74
SNNAD YKQSLLL 2/74 SIPTYTPDKVTY 1/74
VNWNSWHKTNLS 3/74 HAWQSKTPDKTR 1/74
SPLNNF YKTQLR 3/74 TLFTPDKSPAKT 2/74
IDSNHV YKDFLT 1/74 GALIYTPEKYTI 1/74
MNSWYKFMLPDT * * 7/74 GPYDTPMFSLNM 1/74
DAWKMRLSQMYD 22/74 APYDTPWPSPSL 1/74
(SC1) NxxxKxxL* 65,0% (SC2) TPDKS 12,0%
PLEKSHL 32/66 GLHSGIQ 1/66
PLSKMHI 5/66 SLHSSVQ 1/66
PTEKKHV 2/66 SLHSHLS 3/66
PWSKMHI 1/66
PISKEHV 1/66 o
PLAKQHL 1/66 (SC4) LHS 7,5%
PMSKSHL 1/66 SLHSHLS 3/66
PPEKTHV 1/66 GLHANLQ 1/66
PPERSHL 1/66 NLHLGLA 1/66
- (SC5) LHxxL 7,5%
(SC3) PxxKxH 68,2%
QLHTSI 2/19 PGPRFF 2/19
QVHTSI 2/19 PAPRFF 1/19
GHTSLR 1/19 PMPRFF 1/19
MLHTSM 1/19 RGPMFF 1/19
NLHTSF 1/19 (SC7) PXFF 26%
PLHTSL 1/19 RLLYGS 2/19
(sC6) HTS 42% QLLYGS 1/19
HGLYGS 1/19
(SC8) LYGS 21%

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

Sublinhado = Aminoacidos alifaticos

As sequéncias consenso foram alinhadas e caracterizadas na Tabela

4. A representacdo do alinhamento linear multiplo entre as sequéncias de

aminoacidos selecionados foi disposta de acordo com a respectiva selecao

biolégica. Em cada subgrupo alinhado foram apresentadas as seqiiéncias

consenso (SC) em negrito e a freqiéncia individual de cada peptideo, assim

como a frequéncia da sequéncia consenso em cada sub-populacdo. Desta

forma, as letras em negrito denotam residuos conservados e os aminoacidos
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sublinhados denotam os aminoacidos alifaticos. Assim, oito grupos de
peptideos formaram seqiiéncias consenso por alinhamento multiplo, sendo os
motivos NxxxKxxL (SC1), TPDKS (SC2), PxxKxH (SC3), LHS (SC4), LHxxL
(SC5), HTS (SC6), PxFF (SC7), e LYGS (SC8). Os motivos mais frequentes
nas sub-populacdes selecionadas foram PxxKxH, NxxxKxxL e HTS, sendo
68,2%, 65% e 42%, respectivamente. O motivo TPDKS, contendo as
seqUéncias sobrepostas, TPDKS em 7 peptideos, apresenta as seqiéncias
consenso TPD, TPxK, TPxxS sendo constituidos em 4 peptideos para cada.
Nestas sequéncias, foi mantida constante os aminoacidos TP ao longo de 7
clones distintos. O motivo consenso foi considerado quando ocorreu 3 ou mais
vezes em clones distintos.

A similaridade entre as seqliéncias consenso com as proteinas do
Rhipicephalus (Boophilus) microplus depositadas no GENEBANK foi
determinada na Tabela 5. Foi determinado em ordem seqiencial o numero
identificador da sequUéncia similar para cada consenso (N°), a posicdo do
alinhamento do peptideo com o motivo protéico da proteina original (Pos), o
numero de acesso (N°Acesso) e por ultimo o nome da proteina. O alinhamento
revelou similaridades dos motivos com varias proteinas antigénicas e ainda,
proteinas com fungdes celulares importantes.

Para o motivo TPDKS, foram consideradas no alinhamento a presenca
de no minimo 3 identidades exatas, pois o motivo completo ndo gerou
alinhamento. A seqiéncia consenso PxxKxH ndo gerou alinhamentos com
proteinas depositadas em bancos de dados. A seqléncia consenso
NXXXKXXL alinhou com as proteinas: metaloprotease de glandula salivar,
receptor associado a protein-G, calreticulina, glutationa S-transferase e
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase. O consenso TPDKS alinhou com pelo
menos em 3 aminoacidos com as proteinas: catepsina de ovo, Bm95, precursor
de GP80, cistatina intracelular, proteina intestinal Bm&86, fosfolipideos,
metaloprotease de glandula salivar, precursor de proteina tipo catepsina,

paramiosina, calreticulina, antigeno B membrana, P450 CYP319A, Proteinase
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aspartatica ligante de heme, proteina tipo transcriptase reversa e gliceraldeido-
3-fosfato desidrogenase.

Para os motivos obtidos nas seqiiéncias peptidicas das bibliotecas Fd
— tet (Tabela 5), a sequUéncia LHS alinhou apenas com uma proteina de
secrecado e uma P450 CYP319A. O consenso LHXXL apresentou os seguintes
alinhamentos: acetilcolinesterase, precursor de GP80, proteina intestinal Bm86,
paramiosina, P450 CYP319A1, esterase e enzima conversora de
angiotensinogénio. O consenso HTS alinhou com a proteina precursora de
GP80 e antigeno protetor 4D8. O consenso PXFF alinhou com citocromo
oxidase subunidade 1, NADH desidrogenase subunidade 2 e citocromo P450.
Por ultimo, o consenso LYGS alinhou com acetilcolinesterase, catepsina de
ovo, precursor de GP80, isoforma de glucose 6-fosfato desidrogenase, actina,
metaloprotease de glandula salivar, ferritina, antigeno B membrana,
acetilcolinesterase, esterase, proteinase aspartatica ligante de heme, citocromo
P450, proteina relacionada a carboxilesterase, citocromo P450 4W1 e enzima

conversora de angiotensina.

Tabela 5- Similaridade entre as seqiiéncias consenso com as proteinas do

Rhipicephalus (Boophilus) microplus depositadas no GENEBANK.

N° Pos N° Acesso Proteina

Sequéncia consenso (SC1): nxxxkxxl

1 493 |gb]|AAZ39658.1 Metaloprotease de gland. salivar

2 419 |emb|CAA09335.1| Receptor associado a proteina G

3 411 |gb|AAN03709.1| Calreticulina

4 223 |gb|AAD15991.1| Glutationa S-transferase

5 338 Igb|AAR22391.2) CCj%Iic.eraldeido—3—fosfato
esidrogenase

Sequéncia consenso (SC2): tpdks

1 352 |gb]AAX76981.1| Catepsina de ovo

2 569 |gb|AAD38381.2] Bm95

3 1289 |gb|AAA92143.1| Precursor de GP80

4 98 |gb|ABG36931.1| Cistatina intracelular

5 264 |gb|AAW72968.1| Proteina intestinal Bm86

6 169 |gb|ABA62394.1| Fosfolipideos

7 506 |gb|AAZ39661.1| Metaloprotease de gland. salivar

8 332 |gb]|AAF61565.1| Precurs. proteina tipo catepsina
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9 873 Igb|AAO20875 1|

10 411 Igb|AAN03709.1]
11 978 Igb|AAN15115.1]
12 531 Igb|AAF91384.1|
13 354 Igb|AAG00993.1|
14 510 Igb|AAV85444 1|
15 338 Igb|AAR22391.2)

Sequéncia consenso (SC3): PxxKxH
Sequéncia consenso (SC4): LHS

1 353 |gb|ABA55034.1|
2 531 |gb|AAF91384.1|
Seqliéncia consenso (SC5): LHXXL

eqUéncia consenso (SC6): HTS
1289 |gb|AAA92143.1|

1

2

3

4

5

6

7

S

1

2 147 |gb|ABA62330.1|
Sequéncia consenso (SC7): PXFF

1 156 |gb|AAD28383.1|
2 71 |gb|AAD28382.1|
3 518 |gb|AAD54000.1|
Sequéncia consenso (SC8): LYGS

1 595 |lemb|CAA11702.1|
2 352 |gb|AAX76981.1|
3 1289 |gb|AAA92143.1|
4 465 |gb|ABN05381.1|
5 376 |gb|AAP79880.1|
6 559 |gb|AAZ39660.1|
7 172 |gb|AAP72263.1|
8 978 |gb|AAN15115.1|
9 563 |gb|AAC18857.1|
10 544 |gb|AAF00497 1|
11 354 |gb|AAG00993.1|
12 518 |gb|AAD54000.1|
13 119 |gb|AAD28573.1|
14 549 |gb|AAD40966.1|
15 660 |gb|AAB04998.1|

595 lemb|CAA11702.1]
1289 Igb|AAA92143.1|
264 Igb|AAW72945 1|
873 Igb|AAO20875.1|
531 Igb|AAF91384.1|
543 Igb|AAF00496.1]
660 Igb|AAB04998. 1|

Paramiosina

Calreticulina

Antigeno B membrana

P450 CYP319A1

Proteinase asp. ligante de heme
Proteina tipo transc. reversa
Gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase

N&o gerou alinhamentos

Proteina de secrecao
P450 CYP319A1

Acetilcolinesterase

Precursor de GP80

Proteina intestinal Bm86
Paramiosina

P450 CYP319A1

Esterase

Enz. conv. de angiotensinogénio

Precursor de GP80
Antigeno protetor 4D8

Citocromo oxidase subunidade 1
NADH desid. subunidade 2
Citocromo P450

Acetilcolinesterase

Catepsina de ovo

Precursor de GP80

Isoforma de glucose 6-fosfato
desidrogenase

Actina

Metaloprotease de gland. salivar
Ferritina

Antigeno B membrana
Acetilcolinesterase

Esterase

Proteinase aspart. ligante heme
Citocromo P450

Proteina rel. a carboxilesterase
Citocromo P450 4W1

Enz. conversora de angiotensina

# Sequéncias escaneadas = 198 # aa presentes nestas sequéncias = 62584




A similaridade entre uma populacdo de peptideos e um grupo de
seqUéncias de proteinas depositadas no GENEBANK do Rhipicephalus
(Boophilus) microplus foi determinada por analises de alinhamento multiplo

pela utilizagdo do programa FastaScan (http://relic.bio.anl.gov/fastaskan.aspx).

O resultado gerou uma lista de proteinas classificadas em ordem decrescente
de similaridade com os peptideos. Os scores foram gerados pelo calculo da
similaridade de cada sequUéncia peptidica ao longo da sequéncia protéica. Na
Tabela 6, as 206 proteinas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus descritas no
GENEBANK foram classificadas de acordo com a similaridade com a
populacao total (107) de peptideos. Na tabela 6 foram indicadas apenas as dez
proteinas com os maiores indices de similaridade. Na Tabela 7 foi realizado a
mesma analise, sendo feita a divisdo das sub-populagbes de peptideos
selecionados, de acordo com as sete estratégias de selecdo adotadas, e
classificadas em ordem decrescente de similaridade sendo, neste caso,
representado apenas a proteina com maior indice de similaridade para cada

estratégia de selegao.

Tabela 6 — Busca de similaridade entre o total de peptideos selecionados (107)
em todas as estratégias de selecdo (S1 — S7) contra o total de

proteinas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus resgatadas do

GENEBANK.
Classif. Score  N° Acesso Proteina similar
1 107.92 |gb]AAA92143.1| GP80
2 69.31  |gbJABA55034.1| Proteina de secregéo
3 50.50 |gb]JAAN06819.1| Proteina tipo notch
4 47.52  |gb|AAD23600.2] Canal de sodio
5 4455  |gb|AAF72891.1| Receptor peptidico leucokini
6 44,55 |gb|AAZ39661.1| Metaloprotease de gland. salivar
7 4455  |gb|AAX76981.1| Catepsina de ovo
8 43.56 |emb|CAA09335.1] Receptor associado a proteina G
9 41.58 |gb|ABA41641.1| BM86
10 41.58 |gb|ABN73103.1| glicose 6-phosphate desid. C
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Tabela 7 — Busca de similaridade entre uma populacao de peptideos obtidas
em cada uma das sete selegbes (S1-S7) e as sequéncias de

proteinas do Rhipicephalus (Boophilus) microplus depositadas no

GENEBANK.
Selecdo Score  N° Acesso Proteina similar
S$1 233.33 |sp|P83609| BmTI-A
S2 178.57 |gb|ABG36931.1| Cistatina intracelular
S3 259.26 |gb|AAQ89933.1] Receptor de serotonina
S4 650.00 |gb|AAD23600.2] Canal de sodio
S5 470.00 |sp|P81162| Protease inibidora de carrapatina
S6 666.67 |gb|AAZ41842.1] BM86
S7 657.14 |gb|AAA92143.1] Precursor de GP80

Posteriormente foi investigada a presenga de similaridade entre os
peptideos e as proteinas depositadas no GENEBANK, restritas ao carrapato
bovino Rhipicephalus (Boophilus) microplus, pela utilizacdo de uma busca
simples realizada pelo BLAST. Na Tabela 8 os alinhamentos foram
classificados em ordem decrescente de freqiéncias de identidades presentes
nos peptideos recombinantes (colunas 1 e 3). Foram alinhadas 66 proteinas
distintas referentes ao Rhipicephalus (Boophilus) microplus. Foram destacadas
na tabela 8, as trés proteinas que apresentaram o maior numero de motivos
protéicos, sendo as metaloproteases de glandula salivar, as proteinas Notch
Like e a precursora de GP80. A freqUéncia foi representada pelo numero de
peptideos contendo 4 ou mais identidades. Foi possivel constatar que
determinados motivos dos aminoacidos aparecem mais de uma vez em uma
mesma proteina, sendo representados na quarta coluna denominada match.

Na Tabela 9, na primeira coluna foi apresentada a relacdo do numero
de peptideos similares as EST, sendo encontrados 8 peptideos distintos com
alinhamentos positivos que foram similares com 8 distintas proteinas preditas a
partir de ESTs. Na segunda coluna foi apresentado o numero de acesso da
sequéncia depositada no GENEBANK. Na terceira coluna a identificacdo do
clone contendo a seqiiéncia de RNA mensageiro e por fim, os aminoacidos que

apresentaram identidade entre as duas seqiéncias comparadas.
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Tabela 8 - Alinhamentos em ordem decrescente de freqiéncias de peptideos

mimetopos similares as proteinas depositadas no GENEBANK.

N° Proteinas Frequencia Similaridade
1 Metaloproteases de glandulas salivares 28 35
2 Proteina Notch-like 27 43
3  Precursora de GP80 27 36
4  Esterase 17 19
5  Antigeno B de membrana 14 16
6 Calreticulina 14 14
7 Canal de sbdio 12 13
8 Proteina tipo transcripitase reversa 11 12
P450 CYP319A1 11 12
9  Paramiosina 11 11
10 Acetilcolinesterase 10 12

Tabela 9 — Representacédo de similaridades entre os peptideos recombinantes

e as proteinas preditas de ESTs de Rhipicephalus (Boophilus) microplus
depositadas no GENEBANK.

Sequéncia N° Acesso Seq. (MRNA) Identidade de AA
Seq. ID N°4 gb|CVv447142.1] clone BEAFD73 WNS WK+ L+
Seq.IDN®22 gb|CV442976.1| clone BEAEPO8  WNSW+ +NL
Seq.IDN°24 gb|CV443271.1| clone BEAEQ76 +W+Q +HRNL
Seq.IDN242 gb|CK192020.1] clone BEAD714  ++K+FND++DH
Seq.IDN°75 gb|CV455770.1] clone BEAGS85 S VLRVSP R P
Seq.IDN°79 gb|CV445416.1] clone BEAF345 RP + SP CG P
Seq.IDN281 gb|CK185650.1] clone BEAC593 Q G HPCH P
Seq. IDN®°93 gb|CK183322.1] clone BEABS50 ME C P R+ NIP+
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Estudo da imunoreatividade dos clones de fagos recombinantes selecionados

Diversos estudos foram realizados para a validagdo da selegcdo dos
clones através da andlise das interagcdes especificas entre os peptideos
selecionados e as IgYs de galinhas anti-proteinas de Rhipicephalus (Boophilus)
microplus .

A Figura 9 refere-se ao teste ELISA no qual foi verificado a
imunoreatividade de 370 clones de fagos em sobrenadante de meio de cultura,
obtidos na selegcao S1. A imunoreatividade dos fagos foi determinada contra os
anticorpos IgY purificadas de soro de galinhas anti-proteinas de telebginas
(alvo biologico). Foi possivel escolher 48 clones de fagos imunoreativos para o
sequenciamento de DNA da regido correspondente ao inserto (biblioteca Ph.D.-
12mer). O indice ELISA (IE) para os ensaios foi calculado realizando a divisao
da densidade optica (DO) pelo valor de cut off . O cut off foi calculado
somando-se 2 desvios padrdo a média da DO do fago M13 selvagem
(controles negativos). Os fagos foram incubados paralelamente com IgYs
purificadas de soro negativo pré-imune dos mesmos animais testados. Os IEs
maiores que 1 foram considerados positivos e os |IEs menores que 1 foram
considerados negativos.

Na Figura 10 foi representado o perfil de imunoreatividade de 48
clones, obtidos ap6s a estratégia de selecdo S3 (bilblioteca Ph.D.-C7C). Os
resultados avaliados por valores de indices-ELISA foram significativos, embora
com perfis diferenciados entre os fagos testados e os controles (fago M13
selvagem e IgY purificadas de soro negativo pré-imune). Os clones estéo
discriminados de acordo com uma numeragao provisoria e ndo representam a
numeracao final descrita na lista.

Para a confirmagdo da especificidade dos peptideos apos a
discriminagdo das sequéncias pelo sequenciamento do DNA correspondente
ao inserto nos clones, foram realizados testes para a deteccdo de
imunoreatividade contra soros de galinhas previamente imunizadas com
proteinas totais de larvas e adultos de Rhipicephalus (Boophilus) microplus. Os

estudos das interagcdes foram determinados primeiramente através do teste
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Phage — ELISA (Figura 11) Os resultados demonstram que os peptideos foram
especificos para o alvo utilizado na selegéo. A maioria dos clones apresentou
reatividade, embora com perfis diferenciados entre os fagos, sendo os valores
superiores ao indice ELISA (IE). Pela metodologia foi possivel confirmar a
especificidade da selecdo em funcdo da maioria dos clones apresentarem
positividade (indice ELISA maior que 1) e também, a identificacdo de alguns
clones com maior indice de reatividade quando comparados com os demais,
tais como Seq. ID N®> 12, Seq. ID N®1, Seq. ID N° 7, Seq. ID N° 32, Seq. ID N°
31, Seq. ID N® 25, Seq. ID N2 56 e Seq. ID N° 48.

1 22 43 64 85 106 127 148 169 190 211 232 253 274 295 316 337 358
Clones

Figura 9 - Teste Phage-ELISA para a verificagdo da imunorreatividade de 360

clones de fagos, obtidos na selegéo S1.

21,0 -

IE

11,0 -

1,0 IIII.II‘I|I|II|‘|‘I|||II|II |I||-|I |I

LI L L L L A A U IO BN B N |

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47
Clones

Figura 10 — Phage-ELISA de 48 clones de fagos, obtidos ap6s a estratégia de
selecao S3 (bilblioteca Ph.D.-C7C).
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C Seq. ID N2

IE
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Figura 11 — A, B e C representam o Phage -ELISA dos clones selecionados na
selecao S1, selecédo S2 e a selegdo S3. O grau de reatividade foi
determinado por indice-ELIS. Todos os clones foram caracterizados
previamente por sequenciamento de DNA para determinagdo das

seqléncias.



Além do teste do Phage ELISA a confirmacado da imunoreatividade dos
fagos foi também determinada por ensaios de Dot-Blot. Neste teste as
particulas virais foram adsorvidas em membrana de nitrocelulose recortadas
em tiras e incubadas com anticorpos policlonais de galinhas especificos para
proteinas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus. Os clones mais reativos
foram descritos na Figura 12. No teste de Dot-Blot, o controle negativo (CN) foi
representado pelo fago sem inserto M13KE selvagem e esta localizado na linha
7 e o controle positivo (CP) foi representado na linha 8, sendo feita a adsorgéo
de proteinas totais de carrapato na membrana. Foi verificado por analises
qualitativas que a maioria dos clones apresentou sinal superior ao controle
negativo, especialmente para as sele¢des S2 e S3. Estes dados confirmam o
alto grau de positividade dos clones determinado por ELISA. Dentre os clones
com maior reatividade estdo: Seq. ID N® 9, Seq. ID N°® 11, Seq. ID N° 17, Seq.
ID N° 22, Seq. ID N2 25, Seq. ID N2 26, Seq. ID N° 27, Seq. ID N° 28, Seq. ID
N® 40, Seq. ID N2 41, Seq. ID N2 47, Seq. ID N°® 50, Seq. ID N° 67, Seq. ID N°
69, Seq. ID N2 70 e Seq. ID N2 90.

Em ensaios de competicdo as proteinas de carrapato em diferentes
concentragdes, inibiram a ligacao das IgYs de galinhas a determinados clones
de fagos escolhidos aleatoriamente e adsorvidos em membranas de
nitrocelulose por ensaios de Dot-Blot (Figura 13). Os dados demonstram que
quantidades crescentes de proteinas soluveis de carrapato adicionadas ao soro
interferem no reconhecimento das IgYs aos fagos na membrana demonstrando
significativa competicdo pelos mesmos epitopos (figura 12 A do clone Seq. ID
N® 50). Os resultados da inibicdo da imunoreatividade dos fagos obtidos em
duas estratégias de selecéo (S2 e S3) sdo apresentados na figura 12 B e 12 C.
O controle negativo (CN), representando o controle do vetor sem inserto, foi
representado pelo fago selvagem M13KE e o controle positivo (CP) foi
demonstrado pela adsorgédo de proteinas totais de larvas de carrapato na
membrana. Estes dados indicam que os peptideos expressos nos clones de
fagos podem ser reconhecidos especificamente pelas IgYs de galinhas e estes

peptideos apresentam capacidade de mimetizarem os epitopos presentes nas
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proteinas totais de larvas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus. Desta forma,
foi possivel demonstrar a inibicdo da reatividade por ensaios de competicéo
para os seguintes clones: Seq. ID N® 12, Seq. ID N°® 15, Seq. ID N° 18, Seq. ID
N® 22, Seq. ID N° 26, Seq. ID N° 32, Seq. ID N° 47, Seq. ID N° 48, Seq. ID N°
50, Seq. ID N2 51, Seq. ID N®69 e Seq. ID N2 70.

Em um experimento de Western Blot os fagos selecionados foram
separados por SDS — PAGE e transferidos para membrana de nitrocellulose a
fim de investigar se as IgYs purificadas poderiam reconhecer os peptideos
fusionados nas proteinas PlIl e PVIII dos clones de fagos (Figura 14, Figura
15, Figura 16 e Figura 17). Na Figura 14, os resultados do Western Blot foram
demonstrados para os clones de fagos apos a selecdo S1. A seta indica a
posicdo da proteina Ill contendo o peptideo fusionado. Sao representadas
bandas com intensidades variaveis de sinal indicando o reconhecimento dos
peptideos selecionados pelos anticorpos anti-proteinas de carrapato. Na
Figura 15 e Figura 16 foi demonstrado os resultados do Western Blot para os
clones de fagos apds a selegdo S2 e S3, respectivamente.

Na Figura 17 foi demonstrado os resultados do Western Blot para
alguns clones de fagos escolhidos aleatoriamente, os quais foram obtidos ap6s
a selecdo S4, S5, S6 e S7. Nestas anadlises a proteina Plll e a PVIIl nas
respectivas bibliotecas, foram reconhecidas especificamente, na maioria dos
clones, embora com menores graus de intensidade pelos anticorpos de

galinhas anti-proteinas de carrapato.
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Competicao Normal

10" ® O g

Ne50 | 10" ® @

10°

1011

M13K07
1010

10°

Pts 20ug/tira ‘ ) o ©® . ' ;
e

A- Soro 1:100 1:200 1:400 1:800 1:100 1:200 1:400 1:800
Seq.IDN247 @ @& Seq.IDN°22 &
Seq. IDN°50 @ @ Seq. ID N© 25

Seq. ID N2 67 Seq. ID N® 18 'y o

Seq. IDN°69 €» @ Seq. ID N° 32 i;

Seq. IDN°70 @B @ M13 K07

Seq. ID N°48 PTs ' E
Seq.IDN®51 ¢ C- Competidor (ug) 0 25 50 100
M13 KE

PTs e 0q

B — Competidor (ua0 25 50 100

Figura 13 - Ensaios de competicdo por Dot-Blots. Na figura 13 A, esquema de
otimizagao considerando os seguintes parametros: concentracao do fagos adsorvidos
na membrana (clone 50 e fago selvagem M13KE), diluigdo do soro (IgY anti
carrapato) e presenca e auséncia de competidor (proteinas totais de larvas). Na figura

13 B e 13 C, séo apresentados os clones da selegcéo S2 e S3, respectivamente.
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M216
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Plll =
M32

M18

M7.6
M 10 1 14 165 2 17 9 11 5 M3 PT

Seq. ID N®
Figura 14 - Western Blot dos clones de fagos imunorreativos obtidos na selecao

S1. Na coluna 1 esta representado o marcador de peso molecular, na
coluna 12 esta representado as proteinas totais do parasito como
controles positivos, o fago selvagem esta representado na coluna 11
como controle negativo, a seta indica a regido da presenga da proteina
Plll reativa aos anticorpos utilizados como alvo biologico (IgY anti -

teledginas de carrapato).

M216

M132
M78

M45

Plll =
M32

M18
M76 M 18 19 20 22 23 25 24 26 2734 40 41 46 M13
Seq. ID N°

Figura 15 - Western Blot dos clones de fagos imunoreativos obtidos na selegéo
S2. Na coluna 1 esta representado o marcador de peso molecular, na
ultima coluna esta representado o fago selvagem como controle
negativo, a seta indica a regido da presenca da proteina PIIl dos
clones reativos aos anticorpos utilizados como alvo bioldégico na

selecao dos fagos da biblioteca (IgY anti larvas de carrapato).
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Figura 16 - Western Blot dos fagos imunoreativos obtidos na selegéo
S3. Na coluna 1 esta representado o marcador de peso
molecular, na ultima coluna esta representado as proteinas

totais do parasito como controles positivos, o fago selvagem

esta representado na penultima linha como controle negativo

do vetor, a seta indica a regido da presenca da proteina PIII

reativa aos anticorpos utilizados como alvo biologico (IgY anti

-larvas de carrapato).

M216
M132
M78
M45

M32

M18
M7.6—>

M 75 76 77 80 83 84 87 88 90 91 93 f1 PT Fdtet

Seq. ID N®
Figura 17 - Western Blot dos fagos obtidos nas sele¢cbes S4, S5, S6 e S7.

Na coluna 1 esta representado o marcador de peso molecular,
na coluna 14 estdo as proteinas totais do parasito como
controles positivos, o fago selvagem esta representado na
linhas 13 e 15 como controle negativo, a seta indica a regiao
da presenca da proteina PVIII reativa aos anticorpos utilizados

como alvo biolégico (IgY anti-larvas de carrapato).
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Niveis de anticorpos no soro de camundongos imunizados com clones de fagos

imunoreativos contra as proteinas totais de Rhipicephalus (Boophilus) microplus

Pelos testes de ELISA foi confirmada a resposta imune em camundongos,
imunizados com os clones de fagos, na presenca e também na auséncia de
adjuvantes, com a producgéo de IgG capaz de desenvolver reatividade cruzada
contra as proteinas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus.

Na Figura 18 foi apresentado o resultado de um teste, no qual foram
apresentados os niveis de anticorpos no soro de camundongos BALB/c
imunizados com clones de fagos, contra as proteinas totais de larvas de
carrapato, calculados pelo teste de ELISA, 90 dias apds a primeira imunizagao.
Os clones de fagos apresentaram maior resposta imune em camundongos
quando inoculados na auséncia de adjuvantes de Freund. Nos tratamentos sem
adjuvantes (Seq. ID N218, Seq. ID N° 26 e Seq. ID N° 41) os fagos apresentaram
uma resposta superior em relagao ao clone equivalente na presencga de adjuvante
(F18A, F26A e F41A) e também ao peptideo sintético equivalente inoculado com
adjuvante. A mesma constatacéo foi verificada entre o controle do vetor (M13KE)
sem adjuvante e na presenca de adjuvante. Os peptideos sintetizados
quimicamente e inoculados na presenca de adjuvante apresentaram a menor
reposta entre os trés tratamentos. O clone 26 apresentou a maior variagédo na
comparagao entre a presenca e auséncia de adjuvantes. Apenas o grupo de
animais imunizados com TBS e adjuvante apresentaram uma DO superior quando
comparado ao grupo de animais que receberam TBS sem adjuvante.

Na Figura 19 os niveis de anticorpos no soro de camundongos
imunizados com clones de fagos, contra as proteinas totais de larvas de
carrapato, eswtimados pelo teste de ELISA, 90 dias ap6s a primeira imunizagao.
O teste confirmou a mimeticidade existente entre os epitopos naturais e os
peptideos recombinantes isolados em fagos. O indice ELISA para os ensaios foi
calculado realizando a divisdo da densidade o6ptica (DO) pelo valor de cut off . O
cut off foi calculado somando-se 2 desvios padrao a média da DO do soro do
animal imunizado com o fago M13 selvagem (controle negativo do fago sem
inserto). Os IEs maiores que 1 foram considerados positivos e os IEs menores do
que 1 foram considerados negativos. Os resultados demonstram que os

peptideos foram especificos para o alvo utilizado na selegéo.
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Figura 18 - Niveis de anticorpos no soro de camundongos imunizados com clones
de fagos e peptideos sintéticos contra as proteinas totais de larvas de
carrapato, estimados pelo teste de ELISA, 90 dias ap6s a primeira
imunizagdo. ELISA comparativo entre fagos contendo os peptideos de
fusdo (Seq. ID N° 18, Seq. ID N°® 26 e Seq. ID N° 13) administrados
sem adjuvantes, com adjuvantes (F18 A, F26 A e F41 A) e apenas o
peptideo sintético (PS18A, PS26 e PS41) diluidos em tampé&o TBS. A
letra A representa adjuvante, a letra F fago e as letras PS peptideo
sintético. O tampéao TBS e o fago M13KE, foram testados na presenca
ou ndo de adjuvantes a fim de serem utilizados como controles
negativos. As proteinas totais de larvas (CPLAA), diluidas em tampéao

TBS e adjuvantes, foram utilizadas com controles positivos.

Na Figura 19 entre os 37 clones testados, 28 apresentaram resultados
positivos, com indice ELISA igual ou superior a 1, embora com perfis
diferenciados entre os soros, sendo os valores positivos superiores a 1 pelo indice
ELISA (IE). O soro correspondente aos grupos imunizados com os fagos Seq. ID
N2 32, Seq. ID N° 26, Seq. ID N® 75, Seq. ID N2 25 e Seq. ID N® 15 apresentaram

0s maiores indices de reatividade entre os grupos testados.
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Para verificar o efeito de imunogenicidade e especificidade na resposta
imune desenvolvidada pelos peptideos sintetizados quimicamente, foi realizado
um experimento de Dot - Blot (Figura 20). O soro testado (Seq. ID N° 18) do grupo
de animais imunizados nos dias 0, 30 e 60 com o peptideo sintético
correspondente a sequiéncia Seq. ID N2 18 foi incubado com o préprio peptideo
adsorvido na membrana, o clone de fago Seq. ID N° 18 e o fago M13 selvagem.
Foi constatado que o grupo de animais imunizados com o peptideo sintético foi
capaz de gerar uma resposta por anticorpos (IgG) de grau intermediario contra o
préprio peptideo adsorvido na membrana e também reagiu intensamente contra o
peptideo recombinante expresso na particula viral. O fago M13 selvagem foi
utilizado como controle negativo do vetor. O soro do dia zero (DO) foi utilizado

como controle pré-imune.

Dias DO D30 D60

Antigeno
it J 1

Seq. ID N2 18 .

M13KO07

Figura 20 — Reatividade dos anticorpos no soro do grupo de camundongos
imunizados com o peptideo sintético correspondente a sequéncia Seq.
ID N° 18 contra o peptideo (PS1), fago recombinante contendo o
peptideo de fusao Seq. ID N° 18 e o fago selvagem M13KE adsorvido
em membrana de nitrocelulose, determinados pelo teste de Dot Blot,

nos dias 0, 30 e 60 apds a primeira imunizagao.

Na Figura 21 foi demonstrada a reatividade cruzada dos anticorpos no
soro de camundongos gerados pela imunizagdao com peptideos fusionados ao

fago (presenca de adjuvantes completo e incompleto de Freund), fago selvagem,
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pool de fagos e PBS, o qual foi verificado a reatividade deste soro contra as
proteinas totais de larvas de carrapato. O experimento foi realizado pelo teste de
ELISA 19 dias ap6s a primeira imunizagédo. Os soros dos animais imunizados com
o peptideo Seq. ID N° 18, foi superior ao clone Seq. ID N° 41, ao fago M13
selvagem e ao PBS e também apresentou maior reatividade contra proteinas
totais de larvas de carrapato.

3,5 4

2,5 A

2
115 I I I
. i
18 19 20 21 22 26 32 37 41

Pool M13KE PBS

indice ELISA (IE)

1

Seq.ID No

Figura 21 - Niveis de anticorpos no soro de camundongos imunizados com clones
de fagos contra as proteinas totais de larvas de carrapato, calculados

pelo teste de ELISA, 19 dias apds a primeira imunizagéo.

Desafio dos bovinos imunizados com clones de fagos

Doze dias apdés a primeira inoculacdo os bovinos foram desafiados,
porém nao houve a presenca de carrapatos entre 4,5 e 8,0 mm aos 24 dias apos
a primeira infestacdo (Tabela 10). Entretanto, ndo foi verificado efeito protetor
neste periodo em relagcdo ao numero de parasitos desprendidos do hospedeiro.
Pelo teste de peso de massa de ovos e eclosao foi verificado alteragcdes no
aspecto morfolégico das teleéginas no grupo de tratamento (A) quando
comparado ao grupo controle (B) (Figura 22). As teledginas apresentaram uma

coloragao enegrecida sugerindo lesdes hemorragicas.
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Tabela 10 - Numero de carrapatos presentes no corpo dos animais (controle e

imunizados com o conjunto de clones Seq. ID N® 18, 19, 20, 21, 22, 26,
32, 37 e 41), entre 4,5 e 8,0 mm de didmetro, infestados artificialmente
12 dias ap6s a primeira inoculagdo, com larvas do carrapato
Rhipicephalus (Boophilus) microplus (cepa de campo), totalizando duas

infestacdes de 5000 larvas cada, com intervalo de 1 dia.

Leituras
o
N® Animal 20/06 21/06 22/06
C 09 3 14 47
C 42 0 4 12
T 37 1 15 47
T 20 0 6
A - Teste
B - Controle

Figura 22 - Teste de oviposicdo em fémeas de Rhipicephalus (Boophilus)

microplus apds se desenvolverem em animais inoculados com fagos
recombinantes. A) grupo tratamento representado pelos carrapatos
coletados nos animais 20 e 37 e B) grupo controle representado pelos

carrapatos coletados nos animais de numero 9 e 42.
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Imunotriagem

Inicialmente foram realizadas contagens de carrapatos em bovinos
infestados naturalmente com Rhipicephalus (Boophilus) microplus, no qual 16
bovinos, sendo 8 da raga nelore e 8 da raca holandesa, foram infestados
naturalmente com larvas de -carrapatos (Figura 23). Os animais foram
classificados de acordo com o tipo de cruzamento e numero de carrapatos. A
meédia dos animais definidos fenotipicamente como holandeses foi de 39,7
carrapatos e para o cruzamento de nelore a média foi de 11,5. Desta forma, foram
escolhidos animais representantes das caracteristicas Holandesa com alta
contagem de carrapatos (animal 09), animal holandés com baixa contagem de
carrapatos (animal 12), animal nelore com alta contagem (animal 170) e animal
nelore com baixa contagem (animal 163), na tentativa de buscar uma relagéo
entre os animais com maior susceptibilidade e outros com maior resisténcia em
situagdes de infestacao natural.

Os resultados do teste de imunotriagem demonstraram perfis
diferenciados no reconhecimento dos clones de fagos pelas IgGs do soro para os
quatro tratamentos (Figura 24). O clone Seq. ID N° 2 foi reconhecido
exclusivamente pelo soro do animal nelore (163) com baixa contagem de
carrapatos. Os clones Seq. ID N° 48, Seq. ID N2 51 e Seq. ID N° 93 foram
reconhecidos predominantemente pelo soro dos animais holandeses. Os clones
Seq. ID N2 32, Seq. ID N®47, Seq. ID N2 50, Seq. ID N® 67, Seq. ID N° 83, Seq. ID
N© 92, Seq. ID N° 94, foram reconhecidos pelo soro dos quatro animais. Os clones
Seq. ID N° 12, Seq. ID N° 15, Seq. ID N°® 76, Seq. ID N°® 75, Seq. ID N® 80
reagiram com maior intensidade tanto para os soros holandés e nelore com alta
contagem de carrapatos, quanto nelore com baixa contagem de carrapatos. Os
clones Seq. ID N° 32, Seq. ID N2 47, Seq. ID N2 67, Seq. ID N® 75, Seq. ID N° 76,
Seq. ID N2 80, Seq. ID N° 82, Seq. ID N° 83 e Seq. ID N2 92 reagiram com maior
intensidade com o soro dos animais holandeses apresentando alta contagem de
carrapatos. Os clones Seq. ID N°® 12 e Seq. ID N2 15 reagiram mais intensamente

com o soro dos nelores com alta contagem de carrapatos.
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Figura 23 - Contagem de carrapatos em bovinos infestados naturalmente com
Rhipicephalus (Boophilus) microplus. Legenda: Animal descartado -, N
— nelore, H — Holandés, Média Holandés = 39,7 carrapatos/animal,
Média Nelore = 11,5 carrapatos/animal, Animais escolhidos: 09, 012,
163 e 170.
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ID 12 09 170 163 ID 12 09 170 163

Seq. IDN° 1 Seq. ID N2 47 @ [ ] ot

Seq. ID N2 Seq. ID N° 50 o o <4

Seq. IDN°7  Seq. IDN°67 G . 9 #

Seq. ID N°11 Seq. ID N®69 2

Seq. IDN® 10 Seq. IDN®70

Seq. IDN°9 Seq. ID N2 48 o B

Seq. ID N 12 O o Seq. ID N 51 . »

Seq. ID N° 14 M13K07

Seq. IDN® 15 . 9 ) o PTSL @ ® @ &

Seq. ID N 17 o L

V13 Seq. ID N2 75 [ &7 (e o

- Seq. IDN 76 O ® © ¢

o & I} ® o Seq. ID N° 80 Q o o o
: Seq. ID N® 82 - (® ) O P

Seq. ID N2 81 o S

Seq. ID N* 22 Seq. ID N° 83 3 ® ° o

Seq. ID N° 25 Seq. ID N° 91 C

Seq. ID N° 26 Seq. ID N° 92 S . . o

Seq. ID N°27 Seq.IDN°93 D Qo -~ ~

Seq. ID N°28 - - " Seq.DN°94 @ D . ;

Seq. ID N° 40 M13KO7

Seq. ID N® 41 FDTET

Seq. ID N2 18 _ PT ) o '®) ')

Seq. ID N2 32 [ = o o o

M13K07

PTSL © e O e

Figura 24 - Dot-Blot realizado no teste de imunotriagem para deteccédo de
imunoreatividade dos clones contra os anticorpos de animais
infestados naturalmente com o Rhipicephalus (Boophilus) microplus.
Animais com baixa contagem de carrapatos: holandés (12) e nelore

(163), animais com alta contagem holandés (09) e nelore (170).
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Teste de hipersensibilidade cutdnea em bovinos infestados naturalmente com

Rhipicephalus (Boophilus) microplus

Na Figura 25 (graficos A e B) foi apresentado o aumento de espessura,
em porcentagem, ao longo da cinética em horas apds-estimulo com antigeno total
de larvas inoculadas na regido cervical e pavilhdo auricular. Para o grafico 25 A,
nos animais 9 e 12 o aumento maximo foi de 120%. No animal 9 ocorreu aumento
maximo 1 hora apos o estimulo e no animal 12 ocorreu 2 horas ap6s o estimulo.
Nos animais 163 e 170 o aumento de espessura maximo foi de 60% nas primeiras
2 horas apoés estimulo. Em todos os quatro animais inoculados na regiao cervical
nao ocorreu resposta tardia, com exce¢do de um aumento no animal 12 de 25%
as 48 e 96 horas apds o estimulo. No grafico 25 B, o aumento de espessura
maximo foi de 37% 1 hora ap6s o estimulo para o animal numero 9. Os animais
namero 12 e 170 apresentaram leitura de aumento de espessura de 26% sendo o
primeiro com 1 hora e o segundo com 2 horas ap6s o estimulo. Os animais 12 e
170 apresentaram leitura tardia maxima de 26% e 18% as 72 e 48 horas apos o
estimulo, respectivamente.

Pelo teste de hipersensibilidade cutdanea com fagos foi verificado
inicialmente um padrdo de dose resposta dependente das concentragbes das
particulas virais inoculadas (Figura 26). Nas trés diluicbes testadas a maior
relacdo ocorreu entre o clone contendo o peptideo recombinante 32 e o fago
selvagem, quando o in6culo foi administrado na maior concentracao (1x1013
particulas virais). Foi observado neste animal (animal 09) que a dose
intermediaria e a dose inferior foram semelhantes entre o controle negativo e o
tratamento para este clone.

Os clones de fagos foram testados no experimento representados nas
figuras 24 e 25. Na Figura 27 o aumento de espessura ocorreu com maior
intensidade no animal 9 (grafico 27 A), representado pelo clone 32 com 300% de
aumento na segunda hora apo6s a inoculagéo do antigeno. Destaca-se também a
leitura dos clones 18, 47 e o fago selvagem M13. O clone 18 foi o mais reativo no
animal 170 (grafico 27 D) com 129% de aumento. Nos animais 12 (grafico 27 B) e
163 (grafico 27 C) os antigenos mais reativos foram os extratos proteicos de
larvas nas primeiras duas horas apos o inéculo. Nesta anélise n&o foi verificado

resposta de hipersensibilidade tardia.
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Figura 25 — Teste de hipersensibilidade cutdnea com antigenos totais de larvas

em bovinos infestados naturalmente com Rhipicephalus (Boophilus)
microplus. No grafico A as inoculagbes foram realizados na regido
cervical e no grafico B na regido do pavilh&o auricular. A esquerda foi
representado o aumento da espessura em porcentagem. O tempo (em
horas) pés-inoculagdo do antigeno foi representado no eixo do grafico.
A direita foram representados os animais com as respectivas
identificagbes: HS- Holandés com alta contagem de carrapatos, HR —
Holandés com baixa contagem de carrapatos, NR — Nelore com baixa

contagem de carrapato e NS - Nelore com alta contagem de
carrapatos.
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Teste de dosagem
300 -

250 A

200 -

150 +
100 -
Al
0_

32(C1) 32(C2) 32(C3) M13(C1)M13(C2)M13(C3) EL

Aumento de espessura (%)

Antigenos

Figura 26 — Teste de hipersensibilidade cutdnea com fagos recombinantes no
bovino 09 infestado naturalmente com Rhipicephalus (Boophilus)
microplus. A esquerda foi representado em percentagem o aumento da
espessura no tecido cutaneo 2 horas apés o estimulo. As letras C1, C2
e C3 representam o fago contendo o peptideo sintético nas
concentragdes de 1x10™, 1x10™ e 1x10"" particulas Vvirais,
respectivamente. As linhas M13(C1), M13(C2) e M13(C3) representa o
fago selvagem M13KE nas concentragdes de 1x10", 1x10'? e 1x10"
particulas virais, respectivamente. A linha EL representa o extrato de
larvas e por ultimo o inéculo contendo apenas o TBS, como controle
negativo.

Na Figura 28 o aumento de espessura ocorreu com maior intensidade no
animal 09 (grafico A), representado pelo clone 47 com 91 % de aumento com 1
hora ap6s a inoculagcdo do antigeno. Destaca-se também a leitura dos clones 32,
18, 02 e M13. Nos demais experimentos nao foi evidenciado uma resposta
imediata pronunciada.

Na Tabela 11 foi apresentada uma compilagdo dos principais métodos
utilizados para a caracterizagéo dos clones obtidos nos estudos de antigenicidade
e imunogenicidade.
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Construgao das proteinas recombinantes e sintese dos genes artificiais

As sequéncias dos 10 mimetopos distintos ligados em tandem com os
espacgadores formaram um gene com 477pb denominado de gene A (Figura 29). O
peptideo Seq. ID N°® 47 repetido 10 vezes formou um gene com 435 pb
denominado de gene B (Figura 30). Os genes A e B codificam residuos de 159 e
145 aminoacidos, respectivamente. Foi verificado o percentual de nucleotideos e o
conteudo guanina e citosina (GC) nos genes sintetizados (Figura 31). Os genes
sintéticos apresentaram graus variados de conteudo sendo que prevaleceu para G
(34,15%, T (31,71&), A (17,68%) e C (16,46%) para o gene A e G (34,44%),
T(33,56%), C (19,78%) e A (12,22%). Foi verificado que a variagédo ao longo de
cada sequéncia ocorreu com maior intensidade para o gene A.

Os genes sintetizados através da sintese quimica de oligonucleotideos
foram clonados em vetor de clonagem pUC-18 e as sequiéncias dos genes foram
confirmadas pelo seqienciamento de DNA dos insertos como sendo 100%
correspondentes da seqlUéncia do desenho original (dados nao apresentados).

A expresséo foi realizada pela sub-clonagem dos genes artificiais A e B no
vetor de expressao pET32a (novagen) (Figura 32). A digestéo do vetor ligado com
as enzimas Kpn1 e Not1 geraram fragmentos de aproximadamente 500pb para os
dois vetores transformados com os genes sintéticos A e B, além de um fragmento
de aproximadamente 6000 pb, representando o vetor (pET32a).

As proteinas expressadas, denominadas PRA e PRB, foram produzidas por
E. coli origami B (DE3) pLysS, transformadas e induzidas por IPTG (1mM). Foi
verificado o perfil protéico do extrato celular por SDS-PAGE 16% em diferentes
intervalos de tempo pré e pés-indugdo por IPTG (Figura 33). Estas proteinas
fusionadas as demais proteinas de fusao do vetor pET-32a (Tireodoxina, S-Tag,
His-tag e trombina) apresentam peso estimado de 34kDa para a PRA e 31,5 kDA
para a PRB. As proteinas recombinantes foram ausentes em meios de cultura com
células de E. coli transformadas e nao induzidas por IPTG. Posteriormente a adicéo
de IPTG, foi verificado um aumento gradual da intensidade da expressdo nos

intervalos de 1 h, 2 h, 3 h e 5 horas apds a indugéo.
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