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RESUMO

AGUIRRE, A. R. A. Selecdo de peptideo por meio de bioinformética e sua avaliacdo como
imundgeno. 2014. Dissertacdo de Mestrado — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2014,

InfestacBes por carrapatos podem causar muitos problemas a salde de animais
domeésticos como bovinos, equinos e cées, transmitindo doencas e causando prejuizos nas
cadeias de producdo de carne e leite, entre outros. A principal medida de controle de
carrapatos em animais domésticos ainda é por meio de acaricidas, mas cada vez mais estes
vém desenvolvendo resisténcia aos mesmos. Isso ocorre pela falta de uma politica que trate
com rigor o uso de acaricidas, e assim vdo sendo selecionadas cepas resistentes a eles. A
respeito do que foi descrito iniciaram, ao longo das Ultimas décadas, pesquisas por medidas
alternativas para o controle da infestacdo por carrapatos, como por exemplo, o uso de vacinas.
Existem vacinas comerciais validadas apenas para o controle do Rhipicephalus microplus em
bovinos, e estas utilizam como antigeno a Bm86, uma glicoproteina presente na superficie de
células do ldmen intestinal deste carrapato, assim, procuram provocar imunidade do
hospedeiro contra este 6rgdo. Assim, quando o carrapato ingere 0 sangue no seu repasto, este
contém anticorpos que irdo causar danos ao intestino, prejudicando o desenvolvimento da
fémea adulta. Todavia, a eficacia das vacinas comerciais varia de acordo com as diferentes
cepas de R. microplus de diversos paises, 0 que impusiona a pesquisa por novos antigenos,
que possuam sequéncias mais conservadas. Essas pesquisas ganharam um grande suporte da
biotecnologia, biologia molecular, bioinformatica, e, principalmente junto a elucidagdo dos
genomas e transcriptomas. Desta maneira, cada vez mais informacdo esta disponivel na
literatura e novos antigenos candidatos estdo disponiveis. A vacinologia reversa permite a
predicdo objetiva destes antigenos, como por exemplo simulando a ligagdo destes aos
receptores de Ceélulas Apresentadoras de Antigenos (APCs) por meio de algoritmos. Esta
tecnologia permite a predicdo de dominios antigénicos presente nas proteinas, que em geral,
possuem uma pequena cadeia de aminoacidos. Com base na vacinologia reversa, esta sendo
desenvolvido um programa de bioinformatica que realiza anélises de propriedades de

proteinas candidatas a antigenos vacinais. Este programa detectou que a proteina ATAQ, que



estd presente em intestinos e tubulos de Malpighi de diversas espécies do género
Rhipicephalus, possui expressdo extracelular e um epitopo antigénico exposto a superficie
proteica. Este dominio € um peptideo que foi construido sinteticamente para ser o antigeno
vacinal deste estudo. A proteina ATAQ completa foi isolada, caracterizada e sequenciada
recentemente e nossas analises mostraram identidade de 93,3% entre espécies do género
Rhipicephalus e é um candidato a vacina, todavia sua eficacia nunca foi testada. A proposta
deste trabalho foi verificar a resposta imune de camundongos, coelhos e bovinos a este
peptideo derivado da proteina ATAQ. Além disso, baseado nessa alta identidade, e como
ainda ndo foi relatada a presenca da proteina ATAQ em Rhipicephalus sanguineus, e por este
se desenvolver bem em coelhos, foi verificado sua eficacia contra o carrapato do cédo R.
sanguineus. O resultado deste estudo mostrou que este peptideo funciona como hapteno e foi
incapaz de desencadear resposta imune por si S6 ha maioria dos animais testados.

Palavras-Chave: Carrapatos, vacinologia reversa, ATAQ, resposta imune e peptideo sintético.



ABSTRACT

AGUIRRE, A. R. A. Immune Response and Efficacy of Synthetic Peptide Designed by
Reverse Vaccinology against Rhipicephalus sanguineus.2013. Dissertagdo de Mestrado —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do
Sul, Campo Grande, MS, 2013.

Tick infestation may cause several problems on domestic animal health like cattle,
horses and dogs, spreading diseases, and harming on meat and milk chain, among others. The
main way to avoid tick infestation in domestic animals is still based on acaricides application,
however ticks are becoming resistant to each more molecules. This due to lack of a policy that
addresses rigorously the use of acaricides, thus are each more resistant strains are being
selected. Due of described above, researches appeared over the past decades, on alternative
measures for tick control, like vaccines. There are commercial vaccines available on market
only to prevent Rhipicephalus microplus infestation in cattle. These vaccine use the
glycoprotein Bm86 as antigen, which is present on the luminal surface of midguts cells of
ticks, thus, aim to produce host immunity against this organ. This way, during the meal, the
tick ingest the serum which have antibodies that will harm this organ, prejudicing the
development of the adult female. However, the effectiveness of commercial vaccines varies
with the different strains of R. microplus from different countries that drive for researches on
new antigens, having more conserved sequences. These researches are efforted by the
biotechnology, molecular biology, bioinformatics, and mainly by the genomes and
transcriptomes development. Thus, the literature is improving each more with new data, and
more candidate antigens are selected. Reverse vaccinology approaches allows objective
predictions of this antigens, simulating the binding on Antigen Presenting Cells (APCs)
receptors by algorithms. This approach permits the prediction of antigenic domains inside
proteins, which are in general small aminoacid chains. On reverse vaccinology basis, a
bioinformatic program is being developed to analyze proteins in order to predict antigenic
regions for vaccine formulation. This software predicted that ATAQ protein, which is present
in midgut and Malpighiam tubes of several species from the genus Rhipicephalus, have
extracellular expression and an antigenic epitope is exposed on the membrane surface. This

domain is a peptide that was synthesized for being the antigen of this study. ATAQ protein



was recently isolated, characterized and sequenced, and our in silico analyses showed identidy
of 93,3% among those species and is an antigen candidate. By the time the efficacy of this
protein has not been tested, it is an antigen candidate. The proposal of this research was verify
the immune response of this peptide in mouse, rabbits and cattle. Furthermore, based on high
identity, and because ATAQ have not been proved present in Rhipicephalus sanguineus, and
by the fact of this thck have good development on rabbits, was verified its efficacy against the
brown dog tick. Our results showed that peptides behaves as haptens and incapable of

triggering immune response by itself in the majority of animals tesed.

Keywords: Ticks, reverse vaccinology, ATAQ, imunization, rabbits, and synthetic pepitide.
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INTRODUCAO

O indicio mais antigo da presenca do carrapato no mundo € um desenho de 1.500 a.C.
em uma tumba egipcia de um animal semelhante a hiena com trés protuberancias no pavilhao
auricular interno (ARTHUR, 1965). No mundo, aproximadamente mais de 896 espécies de
carrapatos foram descritas, divididas em trés familias: Argasidae (193 espécies); Ixodidae
(702 espécies) e, Nuttalliellidae, representada por uma espécie (GUGLIELMONE et al.,
2010). No Brasil, at¢ o momento, a fauna ixodidica é representada por 65 espécies
(MARTINS et al, 2013)

Segundo Veronez (2010) os carrapatos que parasitam animais domésticos sao 0s mais
pesquisados no Brasil, principalmente a capacidade vetorial de patogenos e formas de
controle, as principais espécies alvo de controle no pais sdo o Ripicephalus microplus e o R.
sanguineus.

O carrapato R. microplus é um dos ectoparasitos que acarretam maior impacto
econémico, causando grandes perdas para bovinocultura, seja de maneira direta, pelo efeito da
picada: irritabilidade, perda de sangue, perda de peso, diminuicdo na producdo de leite,
predisposicdo a miiases, danos no couro e transmissdo dos agentes parasitarios e infecciosos;
como indireta, citando: o custo do controle quimico e os residuos deixados nos subprodutos e
no ambiente, gerando grandes prejuizos a pecuéria no Brasil (HORN, 1983).

Os rebanhos leiteiros no Brasil sdo, em sua maioria, estabelecidos em racas europeias
ou mesticas, ja os rebanhos de gado de corte, apesar da menor presenca de racas europeias,
tém sofrido um aumento no uso destas nos cruzamentos industriais ao longo do tempo. Desta
forma, considerando que estas racas sdo mais susceptiveis a infestacdo por carrapato, é clara a
necessidade do estabelecimento de um método de controle sistematico do carrapato e, para
isso, € imprescindivel a busca e proposicdo de novas ferramentas de controle (GOMES,
1995).

Ja o R. sanguineus, popularmente conhecido como carrapato vermelho, tem causado
problemas a outra espécie de animal domesticado, € um parasita trioxeno, que se alimenta
principalmente em cdes, mas ocasionalmente pode parasitar humanos (DANTAS-TORRES et
al., 2006) . Causa prejuizos financeiros e a saude do animal, sendo vetor de patdgenos

responsaveis por enfermidades como, por exemplo, Erlichia canis, Babesia canis e Rickettsia



conorii. O aumento no numero de casos de humanos parasitados por R. sanguineus indica que
a interacdo entre humanos e este carrapato € mais comum do que se pensava. Assim como 0
R. microplus, o R. sanguineus também vem sofrendo uma pressédo de selecdo semelhante em
relacdo ao uso indiscriminado de acaricidas, resultando no surgimento de populagdes
resistentes a maioria dos principios ativos existentes. 1sso reforca a necessidade de solugdes
alternativas para o controle destes carrapatos (DANTAS-TORRES, 2008).

Ha uma busca mundial por novas alternativas de controle do carrapato, sendo que, 0
controle por meio de vacinas, tem sido o foco principal de muitos pesquisadores. No Brasil, 0
uso de vacinas para o controle do carrapato associado ao controle quimico pode abrir
possibilidades para o controle integrado mais efetivo, diminuindo o problema com residuos
no ambiente e o desenvolvimento do fendmeno de resisténcia.

Dentro da perspectiva de procurar novas estratégias para o controle do carrapato, o
objetivo deste trabalho foi a avaliacdo da eficacia de um peptideo sintético, desenhado por
meio de vacinologia reversa, como candidato a antigeno vacinal, com baixo custo, melhor
desempenho e que possa servir como uma ferramenta adicional no manejo integrado do

controle de carrapatos.

1. Rhipicephalus microplus

R. microplus ou “carrapato do boi” ¢ um acaro hematofago, presente em regides
tropicais e subtropcais (WILLADSEN & JONGEJAN, 1999). Primeiramente foi classificado
dentro do género Boophilus (do grego: “amigo do boi”), designagdo introduzida em 1891 por
Curtice, que hoje é aceita como subgénero. Apresenta-se como um importante vetor de
arboviroses, ricketsioses, espirogquetoses e protozooses para 0 homem e animais domeésticos
(KAUFMAN, 1989). Para a pecuaria bovina brasileira, os agentes transmitidos de maior
impacto sdo a rickettsia Anaplasma e o protozoario Babesia, responsaveis pelo complexo
conhecido como “tristeza parasitaria bovina” (TPB).

A classificacdo taxonémica do R. microplus (Figura 1), segundo o National Center for
Biotechnology Information (NCBI — ID: 6941), dos Estados Unidos da América, é:

o Reino — Metazoa

o Filo — Arthropoda



o Classe — Arachnida

o Subclasse — Acari

o Superordem — Parasitiformes
o Ordem — Ixodida

o Superfamilia — Ixodoidea

o Familia — Ixodidae

o Subfamilia - Rhipicephalinae

o Género — Rhipicephalus
o Subgénero — Boophilus
o Espécie — R. (B.) microplus

R. microplus tem origem asiética, mais precisamente da india e da llha de Java, e sua
introducdo nas regiGes tropicais e subtropicais, como por exemplo Australia, México,
América Central, América do Sul e Africa, ocorreu em funcio das historicas expedicdes
exploratérias, que movimentavam animais e mercadorias, contribuindo para o
estabelecimento desta espécie dentro da regido demarcada pelos paralelos 32° Norte e 32° Sul,
com alguns focos no 35° Sul. No estado do Mato Grosso do Sul, a provavel causa de sua
introducéo seria pela vinda de animais comprados do Chile, no inicio do século XVIII, via o
estado do Rio Grande do Sul (NUNES et al., 1982).

R. microplus é um parasito monoxeno, ou seja, depende de apenas um hospedeiro em
seu ciclo de vida. Tem predilecdo pelos bovinos, porém, outras espécies também podem servir
como hospedeiros, como por exemplo: bufalos, cavalos, burros, ovinos, caprinos, cées, gatos,
porcos, coelhos, veados, ongas, preguicas, cangurus e outros animais selvagens (ARTHUR,
1960).

O carrapato do boi tem seu ciclo de vida dividido em duas fases dependentes: a fase de
vida parasitaria, que ocorre no hospedeiro; e a fase ndo parasitaria ou de vida livre, que ocorre
no solo. A fase parasitaria acontece sobre o hospedeiro e tem inicio na subida e fixacdo da
larva, terninando com a queda da teledgina ingurgitada. Durante este periodo, os carrapatos
estdo protegidos das variagdes climaticas (RIEK, 1965), localizando-se nas regifes da pele
onde a temperatura € de 31°C a 38°C (DOUBLE e KEMP, 1979). As larvas infectantes, ao

entrarem em contato com o bovino, fixam-se em regides do corpo do hospedeiro que



favorecem seu desenvolvimento, tais como: Ubere, mamas e regides perineal, perianal, vulvar
e entrepernas. Essas localizagcbes preferenciais de fixacdo sdo determinadas em funcdo da
espessura, vascularizacdo e temperatura da pele, bem como pela dificuldade de acesso as
lambidas do hospedeiro (WAGLAND, 1978).

A principal fonte de alimentacdo para as larvas é o plasma. Apos a alimentacéo, a
larva muda duas vezes, para tornar-se ninfas e adultos. O sangue torna-se o principal
constituinte alimentar logo antes do rapido ingurgitamento das ninfas e das fémeas
(BENNETT, 1974). Os carrapatos adultos machos atingem a maturidade sexual apos a
alimentacdo e, a partir do 17° dia ap0s a infestagdo, fémeas e machos acasalam sobre o
bovino, seguido do rapido ingurgitamento com sangue, que precede a queda da teledgina
(LONDT e ARTHUR, 1975). Estas fémeas sdo consideradas “maquinas de condensar
sangue”, uma vez que, tendo ingerido o sangue, separam a parte solida — células vermelhas,
células brancas e plaquetas — da parte liquida, que é o plasma, que é devolvida na forma de
saliva (FURLONG, 2005). A ingestdo nos seis primeiros dias de fixacdo da fémea é de apenas
3.8 pL de sangue, porém, 12h a 24h antes da sua queda, esta ingestdo atinge valores de 300—
500 uL (TATCHELL et al., 1972), chegando a aumentar o seu peso em até 200 vezes (KEMP
et al., 1982). Toda esta matéria-prima sera utilizada na formacéo dos ovos. Uma vez repletas,
as teledginas se desprendem, o que ocorre, preferencialmente, nas primeiras horas da manha
(FURLONG, 2005). O peso das teledginas, assim como, o tempo de duracdo do ciclo de vida
do carrapato, é influenciado diretamente pelo grau de resisténcia do hospedeiro (ROBERTS,
1968).

A fase de vida livre, na qual o carrapato ndo depende da presenca do hospedeiro, inicia
quando a teledgina se desprende do bovino e cai ao solo, terminando quando a larva sobe no
hospedeiro. Em condicdes favoraveis esta fase dura aproximadamente 32 dias (GONZALES,
1995). Durante este periodo, o carrapato alimenta-se exclusivamente de suas reservas
(FARIAS, 1995). Estando no chdo, a teledgina procura por humidade e abrigo do sol,
comecando, entdo, a digerir os componentes do sangue para produzir energia e matéria-prima
para a producgédo dos ovos (FURLONG, 2005). A teledgina inicia a postura em média trés dias
apos sua gqueda ao solo, com periodo de postura em torno de 15 dias (dependendo da umidade
e temperatura ambiente) morrendo logo apos. Normalmente, esses ovos sdo colocados em

fendas ou detritos, ou sob pedras. O peso total dos ovos ap0s o término da postura equivale a



52% do peso vivo da teledgina, sendo que, cada fémea coloca cerca de 3.000 ovos
(SONENSHIME, 1993).

Na regido do Brasil-Central, estes ovos podem permanecer no solo desenvolvendo-se e
originando larvas durante 60 dias (nos meses quentes e hiumidos) a 120 dias (nos meses frios e
secos). Apds este periodo, a larva estd pronta para subir nas pastagens por geotropismo
negativo, estimulada pelos odor, vibragdes, sombreamento, estimulo visual e diferencas no
gradiente de concentracdo de CO, do hospedeiro (SONENSHIME, 1993). As larvas de R.
microplus sdo vulneraveis a baixas temperaturas, no entanto, em presenca de alta umidade
relativa, as larvas podem sobreviver por até oito meses (HITCHCOCK, 1955).

O R. microplus causa prejuizos diretos e indiretos a producao de bovinos. Os prejuizos
diretos incluem: a ingestdo de sangue durante sua alimentacdo, comprometendo a producéo de
carne e leite em diferentes niveis; a inoculacao de toxinas no hospedeiro promovendo diversas
alteracbes e consequéncias fisiologicas, como a inapeténcia; a transmissdao de agentes
patogénicos como Anaplasma sp. e Babesia sp., responsaveis pela Tristeza Parasitaria
Bovina; e a reducdo da qualidade do couro do animal, devido as cicatrizes irreversiveis
ocasionadas durante o repasto do artrépode, verificadas por ocasido de seu beneficiamento no
curtume (GOMES, 1998; 2001). Os prejuizos indiretos sdo resultantes dos custos da méao-de-
obra necessaria para 0 seu controle, assim como, das demais despesas com construcdo e
manutencdo de banheiro, compra de equipamentos, aquisicdo de carrapaticidas, entre outros
gastos (GOMES, 2001). Além dos danos causados pelos residuos deixados nos produtos de
origem animal e os danos ambientais decorrentes do uso desses produtos (HORN, 1983;
GOMES, 2001). Foi estimado que uma infestacdo com média de 40 carrapatos Amblyomma
americanum, por bovino, pode causar perda na producdo de quarenta dolares por animal
(ERVIN et al., 1987). Um estudo realizado no Brasil estimou o prejuizo causado pelo R.
microplus a pecuaria brasileira, encontrando um valor que supera a dois bilhdes de dolares ao
ano (GRISI et al., 2002). A nivel mundial, a estimativa é que estes valores podem alcancar a
cifra de sete bilhdes de dolares anualmente (DE CASTRO, 1997).

2. Rhipicephalus sanguineus

A classificagdo taxonémica do R. sanguineus, segundo o National Center for Biotechnology



Information (NCBI — ID: 34632 ), dos Estados Unidos da América, é:
. Reino — Metazoa
. Filo — Arthropoda

. Classe — Arachnida

. Subclasse — Acari

. Superordem — Parasitiformes
. Ordem — Ixodida

. Superfamilia — Ixodoidea

. Familia — Ixodidae

. Subfamilia - Rhipicephalinae
. Género — Rhipicephalus

. Espécie — R. sanguineus

Rhipicephalus sanguineus foi descrito pela primeira vez em 1806 por Latreille como
Ixodes sanguineus. Sua origem é pouco conhecida, alguns autores sugerem que se trata de
uma espécie africana (HOOGSTRAAL, 1956), outros, origem mediterranea (MOREL &
VASSILIADES, 1963).

O R. sanguineus ¢é conhecido como carrapato vermelho de cdo e tem como principal
hospedeiro o mesmo. Este parasita pode ser encontrado em qualquer parte do mundo dentro
das latitudes 35° Sul e 50° Norte. Além de cdes, o R. sanguineus pode ser encontrado em
diversas espécies de animais, inclusive o homem (ESTRADA-PENA & JONGEJAN, 1999).

Assim como outros ixodideos, R. sanguineus possui quatro instares: ovo, larva, ninfa e
adulto. Como € uma espécie trioxena, cada instar precisa se desprender do hospedeiro para
passar para uma nova fase (PEGRAM et al., 1987). Cada fémea completamente ingurgitada
pode ovipor uma quantidade entre 4 a 7 mil ovos, geralmente entre frestas, em um nivel
bastante elevado do chdo (KOCH, 1982).

O periodo de incubacdo dos ovos pode variar de 6 a 23 dias (KOCH, 1982). Apos a
eclosdo, as larvas iniciam a busca por um hospedeiro. As larvas no hospedeiro completam seu
ingurgitamento em um periodo dentro de trés a dez dias. O periodo de ecdise para ninfas varia
de cinco a 15 dias. Por sua vez, as ninfas levam de trés a 11 dias para completar seu repasto, e
nove a 47 dias para realizarem ecdise para adultos (PETROVA-PIONTKOVSKAYA, 1947,



PEGRAM et al., 1987).

Em condig¢Ges laboratoriais, o R. sanguineus se desenvolve bem em diferentes
temperaturas e niveis de umidade. O maior tempo de sobrevivéncia de ninfas acontece sob
condicdes de 20°C e 85% de umidade relativa do ar. A temperatura minima para que ocorra a
ecdise € entre 10 a 15°C. Adultos sdo de modo geral mais resistentes a dessecacdo do que
ninfas, isto ocorre pois o adulto possui maior tamanho, portanto menor capacidade de trocar
umidade com o ambiente, além do fato de estes possuirem uma forte quitinizacdo, o que
dificulta a perda de agua para o meio externo (KOCH & TUCK, 1986).

Para se alimentar, o carrapato insere seu hipostdbmio e as queliceras na pele do
hospedeiro com a finalidade de alcancar pequenos vasos sanguineos para causar micro-
hemorragias. Desta maneira, logo é secretado o cemento para que a fixacdo se estabeleca com
mais firmeza (JAWORSKI et al., 1992)

Este carrapato € um importante vetor de patégenos, como B. canis e Ehrlichia canis,
agentes responsaveis pela popular “doenca do carrapato”, que consiste em duas enfermidades,
a babesiose e erliquiose. Ha também suspeitas que este parasita € também vetor de
Leishmania (Leishmania) infantum e Leishmania (Leishmania) chagasi, responsaveis pela
leishmaniose visceral canina (COUTINHO et al., 2005).

O R. sanguineus é também vetor de Rickettsia rickettsii, agente etioldgico da febre
maculosa. Esse agente ja foi isolado nesse carrapato em Campo Grande, Mato Grosso do Sul.
Apesar de ter baixa afinidade a humanos, relatos deste parasitando humanos ndo séo
incomuns, o que implica sua importancia tanto na area médica quanto veterinaria (ALMEIDA
et al. 2013).

Para pensar em controle deste carrapato, deve-se levar em consideracdo que apenas
5% dos parasitas se encontram no hospedeiro, e o restante (95%) estd no ambiente. Portanto,
estratégias para o controle populacional deveriam integrar o controle no animal e no ambiente
principalmente. Medidas estas deveriam combinar ferramentas quimicas e alternativas, como
vacinas e manejo ambiental (DANTAS-TORRES, 2008).

3. Controle e resisténcia de carrapatos em animais domésticos



O controle quimico é o mais amplamente utilizado no combate ao carrapato do boi. Os
carrapaticidas podem ser aplicados por aspersdo, por banho em solu¢do aquosa, no dorso
(pour on), por injecdo ou por bolos gastricos (ANDREOTTI et al., 2002). As drogas mais
utilizadas tém sido as derivadas de piretroides, avermectinas, organofosforados e benzoil fenil
uréia (VAZ JUNIOR, 1997), sendo que os piretrdides apresentam registro de resisténcia desde
1989 (ALVES-BRANCO et al., 1992).

O controle alternativo do carrapato vem sendo estimulado apesar de ndo possuir
eficacia tdo alta quanto ao uso de acaricidas. Os métodos sdao os mais variados: selecdo de
bovinos resistentes aos carrapatos; cultivo de pastagens que dificultam a sobrevivéncia das
larvas (SUTHERST et al., 1982); rotacdo de pastagens; manejo de predadores naturais, como
a Egretta ibis — ou garca-vaqueira (ALVES-BRANCO et al., 1983), e formigas (GONZALES,
1995); uso de patdgenos como o fungo Metarhizium anisopliae (GARCIA et al., 2011) e a
bactéria Cedecea lapagei (BRUM, 1988); e inumeros fitoterapicos.

O uso de maneira extensiva de acaricidas leva a problemas como o aumento do custo
de producdo, devido ao custo do manejo, ao custo da dose e a diminuicdo do periodo de
protecdo. Além disso, promove a selecdo de linhagens de carrapatos geneticamente
resistentes, que torna mais dificil o controle, aumentando ainda mais o custo de tratamento.
Nos ultimos anos, a resisténcia dos carrapatos aos principios ativos vem sendo ampliada de
forma mais intensa, comprometendo o uso de certas moléculas no manejo do controle de
carrapato em determinadas regides (ANDREOTT] et al. 2002).

A principal medida de controle do R. sanguineus em cdes se remete ao quimico, de
diversas formas, assim como formulag6es sistémicas pour-on, que séo absorvidas pela pele, e
agem sistemicamente no carrapato, colares, banhos com shampoos e sprays (GARRIS, 1991).
Fipronil, amitraz e piretroides sdo o0s principios ativos mais largamente utilizados
(OTRANTO et al., 2005).

Assim como R. microplus, R. sanguineus também vem desenvolvendo resisténcia a
acaricidas nos ultimos anos, como sugerem estudos realizados no Panama, Espanha e Brasil.
Isso se deve a um uso indiscriminado dos acaricidas, e uma falta de politica educativa em
relacdo a este uso (ESTRADA-PENA, 2005).

4. Resposta imune contra carrapatos e interacdo parasito-hospedeiro



Carrapatos ixodideos sdo ectoparasitas de alimentacdo lenta e temporaria e, em sua
maioria sdo heteroxenos, necessitando deixar o hospedeiro para realizarem ecdise e
oviposicdo. O repasto destes parasitas pode levar varios dias, depende de uma interacao
complexa entre mediadores encontrados na saliva do carrapato e a resposta imune do
hospedeiro e, quando a resultante desta interacdo favorece o parasita, € acompanhado de
grande crescimento de seu corpo (BALASHOV, 1984).

A primeira linha de defesa do hospedeiro frente a picada do carrapato é a resposta
imune inata, que consiste principalmente em resposta inflamatéria e processos hemostéaticos,
como vasoconstricdo, ativacdo de fatores de coagulacdo sanguinea e consequente agregacao
plaquetaria (PEREIRA et al., 2008).

Outro mecanismo importante para retirada das larvas e ninfas de R. microplus
acontece por lambedura. Foi esclarecido que bovinos considerados resistentes possuem este
comportamento, que estd ligado diretamente a uma reacdo de hipersensibilidade cutanea
imediata aos antigenos do carrapato pela liberacdo local de histamina, que ativa nociceptores
da pele, causando desconforto ao animal no local da picada, que faz o animal se lamber
(RIEK, 1962). Dessa forma, foi posteriormente corroborada a relagdo entre animais
resistentes e 0 aumento da migracdo de mastdcitos no local da picada, em infestaces
sucessivas (ENGRACIA FILHO et al., 2006).

Szab6 & Bechara (1999) relataram diferencas entre infiltrados celulares no ponto de
fixacdo de carrapatos em hospedeiros resistentes e suscetiveis em diversas espécies.
Entretanto, também foi descrito que animais resistentes produzem fatores de resposta imune
causadores de danos a tecidos internos do carrapato, enquanto este realiza seu repasto
sanguineo, originando fémeas menores e reducdo da oviposicdo e eclodibilidade dos ovos
(HEWESTON, 1971)

A saliva do carrapato Ixodes ricinus é capaz de estimular culturas de celulas
dendriticas a iniciarem a apresentacdo de antigeno a células TCD4+, as quais séo estimuladas
a se diferenciarem em células Th2, indicando que a modulagdo de resposta imune humoral
pela saliva é importante para o estabelecimento da relacdo parasito-hospedeiro (MERJI &
BROSSARD, 2007).
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Quando a saliva é inoculada no hospedeiro, o mesmo desenvolve resposta imune
produzindo anticorpos contra seus componentes. Estes anticorpos sdo capazes de sensibilizar
basofilos, mastdcitos, macrdéfagos e eosinofilos. Quando a porcdo Fc das imunoglobulinas se
liga nos receptores Fcs dessas células, as mesmas aumentam seu poder de quimiotaxia,
degranulacdo e fagocitose, levando a um aumento de resisténcia do hospedeiro ao carrapato
(BROWN & ASKENASE, 1985).

Em um estudo, Yu et al. (2006) relataram a presenca de uma proteina expressa na
saliva de Hyalomma asiaticum asiaticum, e denominaram-na de B-cell inhibitory factor
(BIF). Esta proteina mostrou-se responsavel por inibir a proliferacdo de linfdcitos B. Isto
sugere que a saliva possui um papel importante na inibicdo de resposta imune humoral no
local da picada, que pode facilitar a permanéncia deste parasita no hospedeiro, bem como a
entrada de patdgenos por este local.

Uma proteina de 16 quiloDaltons foi descoberta presente na saliva de Ornithodoros
moubata e esta possui um papel inibidor da C5 convertase, uma enzima fundamental na
cascata do sistema complemento, uma importante ferramenta de defesa do hospedeiro ao
carrapato (ROVERSI et al., 2007).

A saliva também é responsavel por facilitar a entrada de patégenos, como arbovirus,
Rickettsias, espiroquetas e protozoarios, que podem causar enfermidades em humanos e
animais. Todos estes agentes sdo transmitidos durante seu repasto, que é longo e complexo,
envolvendo uma extensa variedade de interacbes tanto da parte do parasita quanto do
hospedeiro (KAUFMAN, 1989).

Infelizmente, os mecanismos efetores do hospedeiro e o alvo da reagdo imune eficaz
nos carrapatos sdo ainda muitas vezes controversos, e os fatos ja relatados sobre a eficiéncia
da resposta imune sdo circunstanciais. Contudo, algumas conclusdes podem auxiliar no
esboco de estratégias de controle imunoldgico deste parasita (PEREIRA et al., 2008).

Atualmente, as pesquisas com vacinas contra carrapatos visam manipular 0s
mecanismos de resisténcia de seus hospedeiros (NUTTALL et al., 2006). No entanto, mais
pesquisas sdo necessarias afim de se elucidar a interacdo parasito-hospedeiro, para aumentar a
gama de ferramentas Uteis para se desenvolver uma vacina eficaz (WILLADSEN &
JONGEJAN, 1999).
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5. Bma86, vacinas comerciais e novos candidatos a antigenos

As vacinas surgem neste contexto como uma ferramenta alternativa para o controle do
carrapato, podendo ser usadas em associacdo com o controle quimico, diminuindo o numero
de aplicacdes dos acaricidas e, dessa forma, reduzindo o custo de producdo. Em meio a
grande procura por formas alternativas de controle do carrapato, as vacinas, induzindo
resposta imune em bovinos contra os carrapatos, tém mostrado resultados promissores
(ANDREOTTI et al., 2002), sendo que, suas principais vantagens sobre os acaricidas sao,
principalmente, .por ndo serem agentes quimicos, por terem um menor custo e porque 0
desenvolvimento de resisténcia é mais lento do que para o0s produtos quimicos
(WILLADSEN, 1997).

A inoculacdo de extratos de fémeas adultas (teledginas) de R. microplus em bovinos
produziu resposta imune que seria mediada por anticorpos contra o tecido intestinal do
carrapato (AGBEDE & KEMP, 1986; KEMP, et al., 1986). Foi, entdo, identificada uma
glicoproteina, denominada Bm86, capaz de induzir imunoprotecdo (WILLADSEN et al.,
1988; RAND et al., 1989).

Foram criadas vacinas comerciais de carrapatos para o gado bovino baseadas no
antigeno Bm86, do intestino de R. microplus, para o controle deste carrapato, e oferecem
alternativas econdmicas e ambientais para evitar-se 0 uso de acaricidas. O desenvolvimento
de vacinas aperfeicoadas no futuro sera consideravelmente fortalecido pelas novas e eficientes
tecnologias de biologia molecular para a descoberta de antigenos (DE LA FUENTE et al.,
2007).

Rand et al. (1989) isolaram e caracterizaram um fragmento de cDNA, com 1982 pares
de bases, que codifica a Bm86, que possui 650 aminodacidos, incluindo a sequéncia de sinal
inicial de 19 aminoacidos, e uma regido hidrofébica adjacente ao grupo carboxila terminal
com 23 aminoacidos. Nesse estudo foi realizada uma fusdo da Bm86, com 599 aminoécidos,
com uma beta-galactosidase, de 651 aminoacidos, e expressaram-na em Escherichia coli
como um corpusculo de inclusdo. Quando esses autores utilizaram esses corpusculos de
inclusdo para vacinar o gado bovino, obtiveram uma resposta imune contra esse antigeno
clonado, resultando numa modesta diminuicdo de 24% na sobrevivéncia de carrapatos

alimentados em animais vacinados. Em contrapartida, a maior parte dos efeitos da vacina foi
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na diminuigcdo em 77% da capacidade reprodutiva (oviposi¢do) dos carrapatos sobreviventes,
pela mensuragdo no peso da massa de ovos comparada com o grupo controle.

Foi relatada pela primeira vez a expressao do antigeno Bm86 na levedura metiltréfica
Pichia pastoris por Rodriguez et al. (1994). Portanto, foi desenvolvida uma vacina contra R.
microplus empregando um antigeno recombinante da Bm86 nativa, o rBm86, utilizada para a
preparacdo da GavacTM (Herber Biotec, Cuba), que foi demonstrada produzir imunidade em
animais vacinados sob condi¢bes controladas. O grupo vacinado obteve menor taxa de
infestacdio comparado com o grupo controle (RODRIGUEZ et al., 1995).

Uma analise de custo-beneficio da vacina GavacTM, realizada por De La Fuente et al.
(1998), mostrou que com o uso da vacina, houve diminui¢gdo em 60% no uso de acaricidas, e
juntamente com o controle da babesiose, houve economia de US$23,4/animal/ano, mostrando
uma vantagem na vacina¢do com essa vacina de antigeno recombinante no controle de
carrapatos. A vacina TickGard, que parte do mesmo principio, foi desenvolvida pela
Common-wealth Scientific and Industrial Research Organisation (CSIRO), em colaboracao
com a Biotech Australia Pty. Ltd., e lancada pela Hoechst Animal Health na Australia em
1994 (DE LA FUENTE et al., 2007).

Canales et al. (1997) descreveram protocolos para a producdo de GavacTM em larga
escala realizando clonagem e expressédo de Bm86 na levedura P. pastoris. Cunha et al. (2011)
realizaram a subclonagem do gene da proteina Bm86 de cepas de carrapatos de Campo
Grande, Mato Grosso do Sul, no vetor (plasmideo) de expressdo pPIC9, para ser transformado
em levedura, P. pastoris. Essa proteina foi caracterizada pela expressao da cepa recombinante
que expressou maior quantidade de proteina. A proteina expressa, rBm86-CG, foi reconhecida
no ensaio de Western-blot pelos soros policlonais anti-Gavac, anti-TickGard, anti-extrato de
larva e anti-rBm86-CG. O soro produzido em bovinos vacinados com o antigeno rBm86-CG
apresentou altos titulos de anticorpo e reconheceu a proteina nativa. A rBm86CG possuli
potencial relevancia como imundgeno para formulagédo vacinal contra o carrapato de bovino,
com eficacia de 31% (CUNHA et al., 2012).

Entretanto, o processo tecnolégico para essa producdo tem sido cara. Considerando
isso, Canales et al. (2010) realizaram uma analise econémica na comparagdo dessa tecnologia
com outros processos descritos. Neste trabalho, desenvolveu-se dois processos alternativos

para produzir vacinas contra o carrapato, uma baseada na rBm86 expressa intracelular em P.
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pastoris e outra exibindo peptideos antigénicos na membrana de E. coli (antigeno Bm95-
MSP1a). O custo de producdo da vacina de rBm86 intracelular em P. pastoris foi de
US$0,92/dose, a vacina desenvolvida de rBm86 secretada extracelular pela P. pastoris foi
US$0,72/dose e a de Bm95-MSPla expressa como corpusculo de inclusdo em E. coli
US$0,56/dose.

Vargas et al. (2010) fizeram um experimento reduzindo as doses iniciais
recomendadas de GavacPLUS, avaliando o tempo e a resposta de producdo de anticorpos
contra Bm86 em bovinos, e analisaram o efeito desta vacina em fémeas de carrapatos
ingurgitadas de sangue de gado imunizado. Seguindo trés esquemas de imunizacao diferentes,
os bovinos desenvolveram uma resposta imune forte e especifica contra Bm86. Estes autores
concluiram que a administracdo das duas doses iniciais de GavacPLUS contendo 100
microgramas de antigeno Bm86 é suficiente para afetar o peso e a capacidade reprodutiva de
fémeas ingurgitadas de R. microplus. De acordo com esses resultados, os custos de
manipulagéo e de vacinagdo podem ser consideravelmente reduzidos, com implementagdo de
programas de controle integrados contra R. microplus.

Vacinas, desenvolvidas na Australia e Cuba, baseadas no antigeno Bm86 de R.
microplus, possuem eficicias varidveis contra distintas cepas ao redor do mundo. Uma
possivel explicacdo para esta variacdo na eficacia vacinal é a divergéncia entre componentes
da sequéncia de aminodacidos das vacinas recombinantes de Bm86 e da Bm86 nativa expressa
em carrapatos de diferentes regides geograficas do mundo, que foi demonstrada por Freeman
et al. (2010), quando compararam a sequéncia de aminoacidos de Bm86 de cepas de R.
microplus de infestacdes do sul do Texas com a de Yeerongpilly, na Austrélia e de Camcor,
em Cuba, obtendo identidade de 89,8% e 90%, respectivamente.

Sossai et al. (2005) compararam o gene da Bm86 de R. microplus provenientes de 30
cepas distintas de varias regides geograficas do Brasil, Argentina, Uruguai, Venezuela e
Colbmbia, e observaram variagdes de 1.76 a 3.65% entre sequéncias do gene nestas cepas.

Andreotti et al. (2008) relataram que diferenca entre a sequéncia dos antigenos de
TickGardPLUS, da Australia, e GavacTM, de Cuba, (Bm86 e Bm95, respectivamente) com a
sequéncia de Bm86 cepa Campo Grande foi de 3,5% e 3,7% respectivamente, o que conclui a
razdo pela qual a vacina possui eficacia distinta em cepas distintas.

Esse problema estimula grupos de pesquisas a tentarem buscar uma maneira de
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construirem uma vacina que possua uma eficdcia mais padronizada em qualquer lugar do
mundo. Portanto, estudos vém focando na busca de novos antigenos. Outras proteinas
também conferem algum grau de imunoprotecdo ou induzem a producdo de anticorpos que
interferem no sucesso reprodutivo do carrapato, como por exemplo, Merino et al. (2011) , que
relataram que o uso de subolesin segmentada (um antigeno do carrapato que possui funcéo
semelhante a Bm86, porém presente em outros 6rgdos do carrapato) na vacinagdo de gado
bovino reduzem a infeccdo de R. microplus por Anaplasma marginale e B. bigemina. Esse
resultado é provavelmente obtido pelo efeito da subolesin na alimentacdo do carrapato,
afetando a expressdo génica, desenvolvimento e funcionamento das glandulas salivares e do
intestino.

Em bezerros de sete meses vacinados com rHaa86, uma proteina de Hyalomma
anatolicum anatolicum ortéloga a Bm86, obtido como proteina de membrana expressa em E.
coli, apenas 26% dos carrapatos puderam completar o repasto sanguineo. Houve também
reducdo no peso das fémeas ingurgitadas e na massa de ovos obtida apds a oviposi¢do
(AZHAHIANAMBI et al., 2009).

Estudos revelaram que peptideos de Bm95, da glandula salivar do carrapato, fundidos
com a proteina de superficie maior (MSP) de A. marginale, formando Bm95-MSP1a, para
apresentacdo na membrana de Eschericia coli, foi eficiente na protecdo de coelhos contra R.
microplus. Contudo, Almazan et al. (2012) testaram 0 mesmo mecanismo de expressdao com
as proteinas SUB, EFla e UBQ, fundidos com a mesma MSP1a, apresentadas na membrana
de E. coli e desta vez, avaliaram seus desempenhos contra R. microplus e R. annulatus. A
eficacia destas quimeras foram superiores a 60% contra ambas espécies de carrapatos
estudadas.

Uma proteina, chamada ATAQ, com alguma similaridade na estrutura priméaria com a
Bm86, foi descrita sendo um potencial antigeno, uma vez que é presente também em Tubulos
de Malpighi, e por estar presente com mais constancia nos diversos instares do carrapato
(NIJHOF et al, 2010)

6. Vacinag0des contra Rhipicephalus sanguineus
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Os primeiros ensaios com vacinas contra o carrapato vermelho do cédo, R. sanguineus,
foram feitos com extrato total de adultos ndo alimentados do mesmo, por via subcutanea, e
ndo foi observado aumento na resisténcia de cées desafiados com o carrapato, mas apenas em
hamsters e cobaias e, mesmo assim, a resisténcia ainda nao foi maior do que a adquirida com
sucessivas infestagdes (BECHARA et al, 1994). Soro de cobaias imunizados com este extrato,
quando utilizado como anticorpo primario em imunohistoquimica de R. sanguineus, mostrou
forte pigmentag@o em intestino médio (células epiteliais, limen e membrana basal), células da
hemolinfa, ductos das glandulas salivares, tubulos de Malpighi e ovarios, o0 que indica que o
hospedeiro produziu anticorpos contra estas estruturas (FERREIRA et al, 1996).

Foi relatada diminuicdo da recuperacdo, do peso de adultas ingurgitadas, converséo
alimentar em massa de ovos e eclodibilidade de teledgenas alimentadas em cobaias vacinados
com extratos de intestino e glandula salivar de R. sanguineus. O mesmo efeito sé foi
observado em cées, quando utilizado adjuvante de Freund, o que sugere que este estimule o
hospedeiro a produzir uma resposta predominantemente Thl, o que sugere que a resposta
celular esteja intimamente ligada ao processo de resisténcia do hospedeiro ao parasita
(SZABO & BECHARA, 1997).

Foram demonstrados e caracterizados inibidores de serinoproteases presente em saliva
de R. sanguineus, e sua estrutura € similar a do R. microplus, o que indica que eles possuem
papel semelhante no sucesso da alimentacdo destes carrapatos no hospedeiro (AZZOLINI et
al, 2003).

Um experimento mostrou diminuicdo na fixacdo, sobrevivéncia, alimentacdo e
oviposic¢do de R. sanguineus quando tratados com RNAinterferance para silenciar genes para
4D8 e Rs86 (homdloga a Bm86, de R. microplus) (DE LA FUENTE & KOCAN, 2006).

Quando vacinados com Bm86, proteina presente nas principais vacinas comerciais
contra o R. microplus, cdes desenvolveram anticorpos e mostraram valores reduzidos de
recuperacdo de instares ingurgitados, diminuicdo no peso de fémeas alimentadas, na massa de
0vos e na taxa de conversdo alimentar em massa de ovos (PEREZ-PEREZ et al, 2010).

Uma descoberta recente elucidou um grande caminho a descoberta de antigenos
candidatos & vacina, que foi o sialotranscriptoma, ou seja, a elucidagdo de todos os genes

transcritos durante a alimentacdo de R. sanguineus pela glandula salivar. Esta glandula é o
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principal 6rgdo do carrapato responsavel pelo repasto sanguineo, e o0s antigenos produzidos
por ela sdo um dos principais alvos candidatos a vacinas. (ANATRIELLO et al, 2010).

7. Vacinologia reversa em vacinas contra carrapatos

As pesquisas em vacinas foram tomando um novo rumo no séulo XXI, na era pos-
genbmica. A estratégia de busca de novos antigenos candidatos a vacinas tiveram uma
transformacdo com a evolucdo da tecnologia em informatica e a elucidacdo de genomas de
diversos organismos. Programas de computadores permitiram o aumento na agilidade nessa
busca, pois sdo capazes de detectar, dentro do genoma, o perfil de expressdo génica de
antigenos, assim como seus epitopos e como sdo expressos no agente alvo. Essa estratégia é
denomidada vacinologia reversa (RAPPOULLI, 2000; ADU-BOBIE et al., 2003).

O método convencional de producgdo de vacinas envolve o cultivo do microorganismo
em questdo, o qual é laborioso e muito demorado. Este método convencional de producéo de
vacinas leva em média de cinco a 15 anos. Com o auxilio de ferramentas de bioinformatica,
este tempo pode ser reduzido para um a trés anos. Agentes causadores de doencas graves, que
até entdo ndo possuiam meio de controle eficaz, e caminhavam vagarosamente no caminho
das vacinas, passaram a ter um avan¢o muito grande nesta area, como a pioneira na
vacinologia reversa meningite B, malaria, tuberculose, sifilis e hepatite C (RAPPOULLI, 2000;
ADU-BOBIE et al., 2003).

A fim de detectar epitopos antigénicos, programas de bioinformatica utilizam modelo
de predicdo de ligacdo de antigenos em MHC Il humano, codificados pelos loci de genes
denominados Human Leukocyte Antigen (HLA). Em vacinas para bovinos, ja foi descrito que
0 mesmo modelo é viavel para ligacdo de antigenos no MHC 11 desta espécie, expressa pelos
loci denominados Bovine Leukocyte Antigen (BoLA) (SITTE et al., 2002; VONDERMEIER
et al., 2003).

Em vacinas contra carrapatos, a vacinologia reversa tem sido pouco estudada, alguns
resultados foram obtidos, contudo necessitam de mais consisténcia. Em 2002, Patarroyo et al.
desenvolveram trés peptideos sintéticos derivados da glicoproteina Bm86, chamados de
SBm4912, SBm7462 e SBm19733. Para a construcdo destes peptideos, um programa de
computador foi utilizado para avaliar propriedades da glicoproteina Bm86, que levou em
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consideracdo sua capacidade antigénica, estrutura secundaria, e propriedades de
hidrofilicidade e hidrofobicidade desta. Estes peptideos foram inoculados em bovinos por via
subcutanea utilizando saponina como adjuvante e um carreador (dados nao mostrados),
contudo, apenas um deles, SBm7462 obteve eficacia acima de 80% (81,05%) contra R.
microplus.

Com base no resultado acima, foi realizada a sintese de nucleotideo que codifica para
a sequéncia do peptideo SBm7462, criando o gene chamado seql, que foi inserido no vetor de
expressao pClneo, afim de construir uma vacina de DNA. O vetor de expressao foi inoculado
em camundongos BALB/c, porém, ndo obteve uma titulacdo de anticorpos alta como nos
ensaios utilizando o peptideo por via subcutanea (MEDEIROS et al., 2008).

Além da Bm86, uma proteina ortéloga Bd86, de R. decoloratus, foi analisada por meio
de bioinformatica, e assim foram identificados dois epitopos lineares ligantes de células B.
Com base na sequéncia destes epitopos, foram sintetizados dois peptideos, chamados de
Bd86-1 e Bd86-3. Estes peptideos foram carregados em virossomas, 0s quais foram
inoculados por via intramuscular em camundongos BALB/c, para a producdo de anticorpos
por meio de hibridomas, contendo células de bago destes camundongos imunizados.
Anticorpos monoclonais anti-Bd86-3 foram capazes de se ligar nos intestinos de, além do
préprio R. decoloratus, de R. microplus, R. appendiculatus e Hyalomma anatolicum
anatolicum, por meio de imuno-histoquimica. Estes resultados indicam que peptideos
desenvolvidos por vacinologia reversa, se possuirem sequéncia conservada entre proteinas
ortologas de diversas espécies de carrapatos, podem ser utilizados como candidatos a vacina
contra estes (KOPP et al., 2010).

Maritz-Olivier et al. (2012) realizaram o transcriptoma de todos os estagios de vida de
R. microplus, de uma cepa de Mocambique. Desta forma, foi relatada a presenca de 4.394
proteinas transcritas em todos os estdgios de vida. Utilizando o algoritmo VaxiJen, foi
indicada a presenca de 791 proteinas com potencial antigénico, e destas, 176 s@o associadas a
membrana de intestino. Peptideos sintéticos foram desenvolvidos a partir de dominios
antigénicos destas proteinas e utilizados como antigeno em ELISA. De 25 peptideos testados,
trés foram reconhecidos por soro contendo anticorpos policlonais produzidos em
camundongos imunizados com extrato de intestino de R. microplus, sendo provaveis

candidatos a vacina.
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Uma proteina ribossomal, chamada de PO, foi clonada e sequenciada de R. microplus e
R. sanguineus. O alinhamento entre elas mostrou 99% de identidade com a PO de R.
appendiculatus. Analises de bioinformatica levaram a um peptideo pertencente a um dominio
de baixa hidrofobicidade, assim, com grande probabilidade de ser exposta a superficie
proteica. Ademais, esta regido foi caracterizada como potencial ligante a epitopos de células
B. Este dominio foi sintetizado em forma de um peptideo, que foi conjugado ao Keyhole
Limpet Hemocyanin (KLH). Este antigeno foi eficaz em 90% contra R. sanguineus
alimentado em coelho (RODRIGUEZ-MALLON et al., 2012).

Apesar de existirem diversas substancias quimicas acaricidas, carrapatos continuam
sendo um problema a saude e produgdo animal, por causarem prejuizos econdmicos tanto para
0s animais quanto para os criadores, e ainda sdo um problema para salde publica
disseminando zoonoses. Vacinas existem, mas ainda sdo pouco usuais, e pesquisas se
direcionam no entendimento da relacdo parasito-hospedeiro para a busca de novos antigenos.
Com a evolucdo da biotecnologia, biologia molecular e bioinformética, cada vez mais dados
sdo coletados em grandes volumes e sdo processados de maneira simultanea. Os projetos
genomas e transcriptomas permitem elucidar os antigenos e receptores de antigenos no
sistema imune, e, juntamente com a bioinforméatica, é possivel simular por meio de
computadores a interacdo destes sistemas, prevendo com mais agilidade quais antigenos que
sdo mais provaveis de desencadear resposta imune eficaz. Portanto, pesquisas e ensaios de
vacinacbes em busca de novos antigenos serdo cada vez menos necessarios, e Sserdo
direcionados apenas para validar antigenos ja desenvolvidos.

Com intuito de validar este sistema para o desenvolvimento de vacina contra
carrapatos, este projeto teve como foco utilizar a vacinologia reversa para buscar novos
antigenos candidatos a vacina. Apesar de o peptideo em questdo ter sido desenvolvido com
base na proteina ATAQ de R. microplus, foi testado sua eficacia em R. sanguineus, pois este
se desenvolve bem em coelhos, que é um modelo animal de facil acesso para este estudo. No
entanto, a proteina ATAQ ainda ndo foi descrita nesta espécie, porém possui alta identidade
entre todas as espécies pelas quais esta proteina foi pesquisada do género Rhipicephalus.
Além disso, esta proteina estd presente também em outros géneros de carrapatos como

Amblyomma, Dermacentor, Haemaphysalis e Hyalomma, que sdo mais distantes
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filogeneticamente do R. microplus do que o R. sanguineus, o que nos faz crer que a
probabilidade de o R. sanguineus expressar esta proteina é muito grande.
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Abstract

Tick infestation may cause several problems on domestic animal health, reducing the
production of meat and milk, among others. Ticks can become resistant to acaricides, because
of this, started researches for alternative measures, such as vaccines against ticks. The
commercially available vaccines aim of produce immunity on host against the tick gut, so
these vaccines are composed of gut antigens. Reverse vaccinology approaches have being
showing positive results in new generation of vaccines, on this basis, a synthetic peptide from
ATAQ protein, which is present in the intestines and Malpighi tubes of Rhipicephalus
microplus was designed and synthesized. The ATAQ protein was isolated, characterized and
sequenced from several species of the genus Rhipicephalus. Our alignment showed 93,3% of
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identity between ATAQs from these species. Because of this, immunization trials with this
peptide were conducted on cattle, mouse and rabbits, to evaluate immune response by
antibodies. Furthermore, we check its effectiveness against the dog tick, R. sanguineus, specie
from which this protein has not been studied. These results conclude that peptides are haptens
by itself and incapable of being recognized by the immune system, needing carriers or

adjuvants for helping its presentation.

Keywords: ATAQ, imunization, rabbits, R. sanguineus and synthetic pepitide.

Resumo

Infestacbes por carrapatos podem causar muitos problemas a salde de animais
domésticos, reducdo na producdo de carne e leite, entre outros. Carrapatos Vvém
desenvolvendo resisténcia a acaricidas, e por conta disso iniciaram-se pesquisas por medidas
alternativas para seu controle, como vacinas. As vacinas comerciais visam estimular
imunidade no hospedeiro contra células do intestino do carrapato, portanto estas vacinas sao
compostas por antigenos deste 6rgdo. O uso da vacinologia reversa vem mostrando resultados
favoréveis para a nova geracdo de vacinas. Com base nisso, foi selecionado e desenvolvido
um peptideo sintético derivado da proteina ATAQ, a qual estd presente em intestino e tabulos
de Malpighi de Rhipicephalus microplus. A proteina ATAQ foi isolada, caracterizada e
sequenciada a partir do DNA de diversas espécies de carrapato do género Rhipicephalus. Foi
entdo realizado um alinhamento destas proteinas que mostrou 93,3% de identidade entre as
espécies estudadas. Assim, foram conduzidos ensaios de imunizacdo em bovinos,
camundongos e coelhos com esse peptideo, para avaliar a inducdo resposta humoral nestas
espécies. Como o R. sanguineus se desenvolve bem em coelhos, e a proteina ATAQ a nao foi
relatada nesta espécie de carrapato, sua eficacia foi testada. O resultado deste estudo mostrou
que peptideos por si s6 se comportam como haptenos e incapazes de serem reconhecidos pelo
sistema imune, necessitando de carreadores ou adjuvantes para auxiliar sua apresentacao.

Palavras-Chave: ATAQ, imunizacgdo, coelhos, R. sanguineus e peptideo sintético.

Introducéo
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Rhipicephalus microplus, ou carrapato do boi, € um ectoparasito de bovinos. Esta
presente nas areas tropicais e subtropcais, sendo responsavel por grandes perdas econémicas
(WILLADSEN; JONGEJAN, 1999). O controle de carrapatos tem sido feito principalmente
por aplicacdo de acaricidas, o que resultou na selecdo de carrapatos resistentes a eles e
contribuiu para a poluicdo ambiental (DE LA FUENTE; KOCAN, 2006).

Por conta destes problemas citados, iniciaram-se pesquisas por medidas alternativas, o
uso de vacina contra o carrapato tem sido muito estudado. O principal antigeno vacinal
utilizados em vacinas contra o R. microplus é a proteina Bm86 (WILLADSEN; KEMP, 1988;
WILLADSEN et al.,, 1988; WILLADSEN et al., 1989). A Bm86 é uma glicoproteina
localizada predominantemente na membrana de células do intestino do carrapato (GOUGH,;
KEMP, 1993). E uma glicoproteina ligada & membrana de células do epitélio do intestino
presente em baixa quantidade em extratos de fémeas adultas parcialmente ingurgitadas, o que
indica ser um bom candidato a vacina, uma vez que os anticorpos do hospedeiro podem ter
acesso a este antigeno (WILLADSEN et al., 1989), e também porque, estas células
provavelmente estdo envolvidas no mecanismo de endocitose (RIDING et al., 1994).

Esta proteina é a base da formulacio das vacinas comerciais TickGARD e Gavac™
(RODRIGUEZ et al.,, 1995; DE LA FUENTE et al., 2007). Varias vacinas ja foram
formuladas com a Bm86 recombinante (DE LA FUENTE et al., 1999; PATARROYO et al.,
2002; RAND et al., 1989; RODRIGUEZ et al., 1995), porém, com eficacias variaveis contra
cepas de carrapato bovino encontradas em diferentes areas geograficas, que podem ser devido
a variacdes alélicas naturalmente presentes no gene da Bm86 (DE LA FUENTE; KOCAN,
2006). Diferencas nas sequéncias de aminoacidos superiores a 3,4% entre Bm86 e Bm86-CG
seriam suficientes para conferir ineficiéncia na vacinacdo contra cepas de carrapatos
diferentes (GARCIA-GARCIA et al., 1999).

A eficacia dessas vacinas em Stall test com isolados regionais de Rhipicephalus
(Boophilus) microplus foi de 46,4% e 49,2%, respectivamente (ANDREOTTI, 2006). Este
percentual encontrado esta abaixo do que foi demonstrado em diferentes regibes mundiais
(DE LA FUENTE et al., 1999, PATARROYO et al., 2002; RAND, et al., 1989,
RICHARDSON et al., 1993). Ha duas diferencas na sequéncia da Bm86-CG em regides
hidrofébicas que tém grande potencial para interferir na dindmica do reconhecimento de
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anticorpos, o que poderia justificar a baixa eficacia observada da Gavac™ em proteger o gado
criado na regido de Campo Grande contra a infestacdo por R. microplus isolados da mesma
regido (ANDREOTTI, 2006).

Em virtude dos ultimos relatos sobre deficiéncia na eficacia das vacinas comercias em
diferentes cepas de R. microplus, a busca por novos antigenos vem sendo estimulada nos
ultimos anos. Diversas estratégias de acdo imunoldgica no parasita resultaram em estudos em
diversos antigenos como: inibidores de tripsina (BmT]Is), subolesina, aquirina, calicreina,
inibidore de elastase, ATAQ, RNA de interferéncia e peptideos desenvolvidos por vacinologia
reversa na era pds-gendmica (TANAKA et al., 1999; DE LA FUENTE et al., 2005; SASAKI;
TANAKA, 2008; NIJHOF et al, 2010; PRUDENCIO et al., 2010; ANDREOTTI et al., 2012;
CARREON et al., 2012).

A vacinologia reversa consiste no método mais moderno para a deteccdo de potenciais
candidatos a vacinas, a qual surgiu ha pouco mais de uma década. A novidade dessa
metodologia é a identificacdo e selecdo do antigeno com mais agilidade antes de testar em
animais. Tal selecdo ocorre gracas ao surgimento das ferramentas de bioinformatica que
processam uma grande quantidade de dados resultantes da era pds-genémica. Assim é
possivel identificar quais proteinas e seus dominios sdo expressos em localizacéo extracelular,
ancoradas a membrana plasméatica e reconhecidos pelos complexos maiores de
histocompatibilidade (MHC) das células apresentadoras de antigeno (APCs), objetivando a
selecdo de antigenos e reduzindo testes desnecessarios. Agentes causadores de doencas
graves, que até entdo ndo possuiam meio de controle eficaz, e caminhavam vagarosamente no
caminho das vacinas, passaram a ter um avango muito grande nesta area, como a meningite B,
assim como para maléria, tuberculose, sifilis e hepatite C (RAPPOULI 2000; ADU-BOBIE et
al., 2003).

Algoritmos permitem avaliar propriedades de proteinas, como a capacidade
antigénica, estrutura secundaria, e propriedades de hidrofilicidade e hidrofobicidade. Assim a
fizeram com a glicoproteina Bm86, chegando a um dominio especifico, um peptideo
denominado Bm7462, que obteve eficacia de 81,05% contra Rhipicephalus microplus
(PATARROYO et al., 2002).

Maritz-Olivier et al. (2012) realizaram o transcriptoma do R. microplus. Assim, com
todos os RNAmM sequenciados, utilizaram o algoritmo VaxiJen para analisar propridedades
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das proteinas e chegaram a 25 peptideos com grandes propriedades antigénicas. Destes, trés
foram reconhecidos por soro contendo anticorpos policlonais anti-extrato de intestino através
de Enzime Linked Immunosorbent Assay.

Com base nos estudos de reacdo cruzada na vacinacdo de Bm86 contra outras
proteinas ortélogas de diversas espécies de carrapatos (PEREZ-PEREZ et al, 2010), KOPP et
al. (2010) utilizaram um peptideo sintético derivado da Bd86 de R. decoloratus para produgéo
de anticorpos em camundongos, e demonstraram que houve ligacdo destes anticorpos em
intestinos de outras espécies do género Rhipicephalus. Cées, quando vacinados com Bm86, de
R. microplus, desenvolvem alguma resisténcia & R. sanguineus, confirmando assim a reacdo
cruzada entre anticorpos anti-Bm86 em ortdlogas de outras espécies;—, fato provavelmente
causado pela grande identidade entre os diferentes ortélogos de Bm86 (PEREZ-PEREZ et al,
2010).

Uma proteina, denomidada ATAQ, similar em estrutura primaria e secundaria com a
Bma86, foi descrita sendo um potencial antigeno, uma vez que é presente além do intestino,
também em Tuabulos de Malpighi, e por estar presente com mais constancia nos diversos
instares de carrapatos do género Rhipicephalus, como R. microplus, R. annulatus, R.
decoloratus e R. evertsi (NIJHOF et al, 2010).

Este trabalho objetivou em caracterizar a resposta imune contra um peptideo oriundo
da proteina ATAQ, de R. microplus, detectado como antigénico através do uso da vacinologia
reversa, em camundongos, coelhos e bovinos. Pela facilidade de manejo, coelhos foram
utilizados também como modelo para um ensaio de eficacia vacinal deste peptideo contra R.
sanguineus, espécie que se desenvolve bem neste animal, e provavelmente possui uma ATAQ

ortéloga, com base em ensaios anteriores.

Material e Métodos

Colbnia de Rhipicephalus sanquineus

Fémeas ingurgitadas de R. sanguineus foram obtidas de cdes mantidos no Centro de
Controle de Zoonoses (CCZ), pertencente a Prefeitura Municipal de Campo Grande, Mato
Grosso do Sul (MS), Brasil, e foram mantidas em estufa com temperatura e umidade relativa
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do ar controladas, 28°C e 85% respectivamente, até a oviposi¢do. Apos a oviposi¢do, 0S 0V0S
foram aliquotados e armazenados a estufa até o término da ecloséo, nas mesmas condicOes. A
colénia foi mantida em coelhos sem raca definida e sem contato prévio com este carrapato,
para obter os trés instares do carrapato. Todos os procedimentos foram realizados no biotério
pertencente ao Departamento de Sanidade Animal, Embrapa Gado de Corte, Campo Grande,
Brasil.

Animais

Vinte e quatro camundongos, fémeas, com idade entre 45 e 60 dias, foram utilizados
para a analise imunoldgica com o peptideo. Estes animais foram obtidos de uma coldnia
BALB/c que é mantida no biotério do Departamento de Sanidade Animal, Embrapa Gado de
Corte. Estes foram mantidos em gaiolas com ventilacdo individual, com lotacdo maxima de
trés camundongos por gaiola, temperatura controlada (22°C), exaustdo e sistema de
fotoperiodo (12 horas de luz e 12 horas de auséncia de luz). Os camundongos foram
alimentados com racdo comercial e agua estéreis ad libidum.

Treze coelhos, sem raca definida, fémeas, com idade entre 12 a 20 semanas, com peso
aproximado de dois quilogramas foram adquiridos de um produtor no municipio de Campo
Grande, Mato Grosso do Sul (Brasil). Os animais foram mantidos em gaiolas individuais e
alimentados com racdo peletizada comercial e agua autoclavada ad libidum durante todo o
experimento. O experimento foi conduzido no biotério do Departamento de Sanidade Animal,
da Embrapa Gado de Corte, com temperatura controlada (22°C), exaustdo e sistema de
fotoperiodo.

Foram utilizados dois bovinos no experimento, sendo um da raca caracu e um da raca
nelore, para averiguar se estes produzem imunidade contra o peptideo. Estes animais se
encontraram disponiveis na Embrapa Gado de Corte e foram mantidos em baias, estrutura
pertencente a area de Sanidade Animal, Embrapa Gado de Corte. Os animais foram
alimentados com silagem de milho e agua ad libidum.

Os ensaios foram aprovados pelo Comité de Etica em Uso de Animais da

Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.
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Andlises de Bioinformética e Sintese do Peptideo

Para a deteccdo de peptideos imunogénicos na proteina ATAQ, de 605 aminoéacidos,
de Rhipicepalus microplus (nimero de acesso GenBank: ADR01301.1), visando ensaios
soroldgicos procedeu-se a busca por possiveis peptideos imunogénicos através da execugdo de
diversos programas de bioinformatica que acrescentam informagdo sobre a imunogenicidade
potencial de um peptideo visando a resposta imune humoral. Assim, a tarefa de detectar
peptideos potencialmente imunogénicos pode ser definida como trechos de uma proteina que
possuem diversas propriedades que aumentam a imunogenicidade de um peptideo e que
possuem poucas ou nenhuma propriedade que diminua a imunogenicidade de um peptideo.
Para a deteccdo de propriedades que aumentam a probabilidade de imunogenicidade de um
peptideo foram utilizadas as informaces de predicdo de possiveis epitopos lineares de
linfocito B (programa bepipred, cutoff de 1.0 para 9 aminoéacidos sequenciais), predi¢do de
localizagdo extracelular (programas signalp, tmhmm e GPI, cutoff de 0.5 para todos) e
predicdo de regides intrinsecamente desordenadas (IUPs, programa IUPred, cutoff de 0.3).
Para a deteccdo de propriedades que diminuem a imunogenicidade foi utilizado o programa
BLAST para detectar possiveis trechos da proteina ATAQ que possuem alta similaridade com
proteinas preditas de Bos taurus (e-value menor que 0.5), de modo a evitar possiveis reacdes
cruzadas com proteinas do hospedeiro, bem como trechos intracelulares através do uso do
software tmhmm, uma vez que estes trechos estariam menos expostos a resposta imune
humoral.

Também foram realizadas anélises da proteina ATAQ utilizando os programas e
algoritmos ja existentes: Geneious Pro 4.8.5 (Biomatters), MHC-II Binding Predictions,
Emini Surface Accessibility Scale e Bepipred Linear Epitope Prediction (IEDB Analysis
Resource — http://tools.iedb.org), ProPred — MHC Class-1l Binding Prediction Server

(http://www.imtech.res.in/raghava/propred/index.html) e ClustalW2 (http://www.ebi.ac.uk )

com a finalidade de avaliar regifes antigénicas, apresentacdo de epitopos de superficie
lineares na estrutura tercidria e alinhamento com proteinas ortologas, respectivamente,
confirmando assim, através de programas ja publicados, as mesmas propriedades que o

programa em desenvolvimento acusou.


http://tools.iedb.org/
http://www.imtech.res.in/raghava/propred/index.html
http://www.ebi.ac.uk/
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A regido antigénica detectada pela estratégia de vacinologia reversa adotada consistiu
em uma sequéncia peptidica de 17 aminoacidos. Este peptideo foi entdo sintetizado pela
Mimotopes (Melbourne, Austrdlia), com a sequéncia NH2-PQPPHHQKWPFPTTPMA-
COOH. Uma quantidade total de 6 mg de peptideo liofilizado, foi solubilizado em 600 pL
agua Milli-Q, para uma concentragéo final de 10 pg/uL, e mantido em congelador a -18°C até

sua utilizacdo nos ensaios imunol6gicos.

Inoculacdes em Camundongos

Vinte e quatro camundongos da linhagem BALB/c foram selecionados e divididos em
quatro grupos: seis inoculados, com peptideo somente (P), seis inoculados, via intramuscular,
com peptideo e Montanide ISA 61 VG (Seppic, Paris) (M), seis inoculados, via subcutanea,
com peptideo e adjuvande completo de Freund (Sigma-Aldrich, Saint Louis) (F) e seis
somente tampédo fosfato-salino (PBS) (C). O volume final de cada dose foi de 100 pL,
contendo 10 ug de peptideo. Animais do grupo M receberam proporc¢édo de adjuvante/antigeno
de 60/40 e do grupo F receberam na proporcdo 50/50, seguindo as recomendacdes dos
fabricantes. Foram administradas trés doses, grupos P, M e C via intramuscular e F via
subcutanea, com intervalo entre doses de 21 dias. Foi considerado dia O (zero) o dia da

primeira dose.

Inoculacdes em Coelhos

Para a preparacdo da dose vacinal, o peptideo foi diluido em PBS e foi emulsificado
com adjuvante oleoso Montanide ISA 61 VG (Seppic, Paris), na proporcao final de 60/40,
adjuvante/peptideo diluido em PBS respectivamente, obtendo-se a dose final de 200 pg/ml,
em um total de 500 pL de dose vacinal, sendo 100 pg por coelho. Um total de 13 coelhos,
sem raca definida, com idade entre 12 a 20 semanas, foram randomizados em dois grupos,
sendo oito para o grupo inoculado com o peptideo (CI) e cinco inoculados apenas com PBS,
como controle (CC). Assim, os animais receberam trés doses, por via intramuscular, no
quadriceps femoral, com intervalo entre doses de 21 dias. Foi considerado dia O (zero) o dia

da primeira dose.
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Inoculacdes em Bovinos

Foram selecionados dois bovinos para esta fase, sendo um taurino da raca caracu e um
zebuino da raca nelore. Estes animais foram inoculados com 200 pg de peptideo em volume
final de 2 mL, contendo o peptideo e Montanide ISA 61 VG (Seppic, Paris) na propor¢ado
60/40, para o grupo |, e somente PBS para o grupo C. Foram administradas trés doses com

intervalo de 21 dias entre as doses, por via intramuscular.

Obtencédo de anticorpos policlonais anti-extrato de larva de R. microplus

Foi produzido anticorpos policlonais anti-extrato de larva de R. microplus em trés
camundongos BALB/c segundo metodologia descrita por Cunha et al. (2012). Para tal, 8
gramas de larva desta espécie foram resfriadas a -20°C, maceradas com bastéo e pistilo, e ao
final foi adicionado 8 mililitros de Tris-HCI a 150 mM, pH 7.4. A eluicao foi entdo sonicada
com 2 pulsos, com intervalo de 10 segundos, com amplitude de 60%, seguido por 4 pulsos
com amplitude de 20% e intervalo de 10 segundos. O fluido sonicado foi filtrado com filtros
de 0,22 pum e estocados a -20°C. Cada camundongo recebeu 3 doses deste extrato, por via
subcutanea, com intervalo de 21 dias, contendo 100 pg de extrato de larva em 100 pL de

dose, as quais constituiram em propor¢do com adjuvante completo de Freund de 50/50.

Infestacdo de coelhos com R. sanquineus

No dia 63 (21 dias apds a Ultima dose vacinal), foi feita tricotomizacdo na regido
torécica dorsal de cada coelho para a colocacdo de camaras, que foram fixadas diretamente na
pele 24 horas antes do desafio. Paralelamente, foram feitas aliquotas com aproximadamente
250 larvas, 70 ninfas e dez casais de adultos de R. sanguineus, para cada coelho. Cada coelho
recebeu essas trés aliquotas, todas juntas na mesma camara, e posteriormente foram fechadas
com tampa contendo orificios. As camaras foram checadas diariamente, durante 20 dias para
avaliar a recuperacdo dos instares ingurgitados. Os distintos instares ingurgitados foram

recolhidos, pesados e transferidos a recipientes tampados com orificios e levados a estufa com



37

28°C e 85% de umidade ate a ecdise, oviposi¢do ou eclosdo, com finalidade de se avaliar a
eficacia do imundgeno nesses diferentes estagios de vida.

Dot Blot

Para a realizacdo destas andlises, amostras de soro dos animais foram obtidas
semanalmente até 21 dias apds a terceira dose vacinal, sendo 100 pL via plexo orbital em
camundongos, com pipepas Pasteur, 2 mL via jugular em coelhos e 5 mL via jugular em
bovinos. Anélises em Dot Blot foram utilizadas para verificar se houve resposta imune contra
0 peptideo em soro de animais 21 dias apds a Ultima dose, em comparagdo com soros do dia
zero. Este ensaio foi baseado em Prudencio et al. (2010), com algumas modificacdes. Assim,
pequenos pedacos de membrana de nitrocelulose (Hybond Nitrocellulose Membrane,
Amersham Healthcare, Little Chalfont, Buckinghamshire, UK) foram adsorvidas com 2
microlitros de peptideo, contendo 20 ug, e deixados secar. Logo ap6s, as membranas foram
incubadas com leite em leite em po desnatado Mollico (Nestlée) a 5% em PBS-T por 1 hora e
30 minunos, a temperatura ambiente. As membranas foram entdo lavadas trés vezes com
PBS-T e em seguida, cada pedago foi incubado por 1 hora e 30 minutos, a temperatura
ambiente, com seu respectivo soro contendo o anticorpo primério, diluido 300 vezes em PBS-
T. Cada pedaco de membrana foi incubado individualmente, comparando-se o pool de soro de
cada grupo de animais inoculados, citados acima, no dia zero e 21 dias apds a terceira dose.
As membranas foram novamente lavadas trés vezes com PBS-T e incubadas com anticorpos
secundarios conjugados com peroxidase anti-lgG de camundongo, para o grupos M, F e anti-
extrato de larvas, anti-1gG de coelhos, para o grupo Cl e anti-IgG de bovinos, para o grupo BI.
Estes foram diluidos 2000 vezes em PBS-T. As membranas foram incubadas por 1 hora e 30
minutos e em seguida lavadas com PBS-T por cinco vezes. A revelacdo foi feita com todos 0s
pedacos de membrana incubados com DAB diluido em PBS com peroxido de hidrogénio por

1 minuto. Em seguida as membranas foram lavadas com agua Milli-Q e deixadas secar.

Célculo da eficcia do peptideo em R. sanguineus
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O caélculo de eficacia foi baseado em Rodriguez-Mallon et al. (2012), para carrapatos
trioxenos. Assim, o efeito da eficacia nessa espécie levou em consideracdo cada estagio de
seu ciclo. Foram consideradas para o célculo as varidveis de numero total de carrapatos
recuperados, capacidade destes de avancar para 0 proximo estagio, quantidade de ovos e
larvas eclodidas. Estes parametros foram avaliados para larvas, ninfas, adultos e ovos. A taxa
de eclodibilidade foi calculada da seguinte forma: ap6s 40 dias do inicio das oviposigdes as
larvas foram congeladas a -18°C. Foi realizada uma amostragem em triplicata da massa de
ovos correspondente a cada coelho. As cascas/ovos foram diluidos em agua e distribuidos em
trés fileiras em placas de Petri. Com uma lupa e um contador de células, foram contabilizados
100 individuos, entre larvas e ovos de cada fileira, estes numeros foram somados e a partir
dele foi feita uma média ponderada da triplicata. O valor final representa a eclodibilidade em
percentagem, e este valor é multiplicado pela quantidade de ovos, convertida da razdo de 1
grama de ovos correspondente a 20 mil ovos (PEREIRA, 1985).

Cada variavel da formula foi estabelecida pela razéo entre a média do grupo vacinado
com a do controle. Todos os parametros interrelacionados sdo multiplicados, obtendo-se trés
valores: efeito na viabilidade das larvas, ninfas e adultos. Essas trés variaveis sdo somadas
para realizar uma média ponderada final. Estas variaveis foram consideradas independentes
entre si, e possuem proporcBes distintas dentro da férmula. Pelo fato de haverem mais
parametros de adultos do que de larvas e ninfas para serem avaliados, este foi considerado
com peso 2, assim, foi multiplicado pela mesma quantia. O valor final da média ponderada €
subtraido de 1 e multiplicado por 100, para obter o valor de reducdo no ciclo de vida do
carrapato heteroxeno em percentagem. Desta forma permite-se determinar a capacidade em
diminuir a carga parasitaria no ambiente.

A formula final obtida foi:

E (%) = 100x{1-[(RLxVL)+(RNxVN)+(RAXVAXOAXFE)]/3}

onde

RL é o efeito do imundgeno na recuperacao de larvas ingurgitadas. Essa variavel foi calculada
pela razéo entre larvas ingurgitadas recuparadas do grupo vacinado (rlv) em relagéo ao grupo

controle (rlc). RL=(rlv/rlc)
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VL € o efeito na viabilidade das larvas ingurgitadas. Essa variavel foi calculada com base na
razdo do namero de larvas recuperadas que sofreram ecdise para ninfas do grupo vacinado
(vlv) em relacdo ao grupo controle (vic). VL=(rlv/rIc)

RN é o efeito do imundgeno na recuperacdo de ninfas ingurgitadas. Essa variavel foi
calculada pela razéo entre ninfas ingurgitadas recuparadas do grupo vacinado (rv) em
relagdo ao grupo controle (rnc). RN=(rnv/rnc)

VN é o efeito na viabilidade das ninfas ingurgitadas. Essa variavel foi calculada com base na
razdo do namero de ninfas recuperadas que sofreram ecdise para adultos do grupo vacinado
(vnv) em relagdo ao grupo controle (vnc). VN=(rnv/rnc)

RA é o efeito do imundgeno na recuperacdo de adultas ingurgitadas. Essa variavel foi
calculada pela razdo entre adultas ingurgitadas recuparadas do grupo vacinado (rav) em
relacdo ao grupo controle (rac). RA=(rav/rac)

VA ¢ o efeito na viabilidade das adultas ingurgitadas. Essa variavel foi calculada com base na
razdo do nimero de adultas recuperadas que foram &beis a oviporem do grupo vacinado (vav)
em relacdo ao grupo controle (vac). VA=(rav/rac)

OA ¢ o efeito do imunogeno na oviposicdo das fémeas. Essa variavel foi calculada pela razéo
entre a média de peso da massa de ovos por coelho do grupo vacinado (ewv) comparado com
a do grupo controle (ewc). OA=(ewv/ewc).

FE € o efeito do imundgeno na fertilidade dos ovos. Essa variavel foi calculada com base na
razdo entre as percentagens eclodibilidade dos ovos provenientes de fémeas alimentadas em

coelhos do grupo vacinado (hlv) em relacdo aos do grupo controle (hlc). FE=(hlv/hlc)

Analises estatisticas

Foram obtidos no total 18 variaveis: peso total das larvas, ninfas e teledginas
ingurgitadas, total de larvas, ninfas e adultas recuperadas, total de larvas e ninfas que sofreram
ecdise para ninfas e adultos respectivamente, total de adultos que iniciaram a oviposigéo,
periodo de ingurgitamento das larvas, ninfas e adultos, periodo de incubacdo para larvas e
ninfas realizarem ecdise, e adultos para iniciarem a oviposicéo, peso total da massa de ovos
(convertida em massa de ovos), numero total de novas larvas (obtida através da

eclodibilidade) e periodo de incubacdo para a eclosdo dos ovos. Para comparagdo das médias
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de cada parametro entre os grupos inoculado (ClI) e controle (CC) foi realizado teste-t, para
duas variaveis presumindo variancias diferentes. Foi determinado também um intervalo de
confianca de cada grupo a fim de verificar a dispersao dos dados.

Resultados

Caracterizacdo da sequéncia do peptideo na proteina ATAQ

Como resultado das analises em busca de dominios antigénicos através da estratégia
de vacinologia reversa descrita foi determinado que um peptideo de 17 aminoacidos, entre 0s
aminoéacidos 531 e 548 da proteina ATAQ (Figura 1). O grafico na Figura 1 indica as regides
gue concentram propriedades que aumentam ou diminuem a imunogenicidadde. As analises
revelaram que a proteina possui em sua por¢do N-terminal um peptideo sinal (Figura 1, caixa
laranja), seguido de uma longa regido extracelular (Figura 1, caixa amarela) que € ancorada a
membrana em sua por¢do C-terminal por uma ancora GPI (Figura 1, losango verde). Ao longo
da proteina detectamos trés possiveis epitopos de linfocito B, sendo que o que possui maior
valor de predicdo colocaliza-se com uma regido de IUPs na regido C-terminal da proteina. Ao
longo da regido extracelular ocorrem diversos trechos com similaridade com proteinas de Bos
taurus acima do ponto de corte escolhido (0.5), trechos estes localizados especialmente na
porcdo N-terminal, o que responde pela diminuicdo da curva do grafico nesta regido. O
peptideo de 17 aminoacidos escolhido consiste na intersecdo entre o epitopo de linfocito B de
maior valor de predicdo e da regido de IUP. Adicionalmente, esta regido também ndo contem
nenhuma similaridae significativa com proteinas de B. Taurus.

O software Geneious Pro 4.8.5 (Biomatters) mostrou que héa identidade de 93,3% entre
genes que codificam ATAQ de R. microplus e ATAQs ortélogas no mesmo género, e 0
mesmo programa também permitiu identificar que a regido do peptideo em questdo €
antigénica (Figuras 2, 3 e 4).

Os algoritmos Emini Surface Accessibility Scale e Bepipred Linear Epitope Prediction

(IEDB Analysis Resource — http://tools.iedb.org) mostraram que o dominio pertencente a este

peptideo possui localizacdo externa em relacdo a estrutura terciaria da ATAQ, bem como

mostra ser uma regiéo linear (Figuras 5 e 6).


http://tools.iedb.org/
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Os algoritmos para predicao de afinidade de peptideos ao MHC classe Il de humanos
MHC-I1 Binding Predictions (IEDB Analysis Resource — http://tools.iedb.org) e MHC Class-

Il Binding Prediction Server (http://www.imtech.res.in/raghava/propred/index.html),

mostraram nenhuma probabilidade de ligacdo do peptideo em questdo com os alelos HLA-
DBR1*01:01 e HLA-DBR1*03:01 (RODRIGUEZ-VALLE et al., 2013)
A alta identidade genética também reflete na alta identidade entre as proteinas

ortologas, como mostra o resultado de alinhamento no algoritmo ClustalW2 (Figura 7).

Avaliacdo da producdo de anticorpos através de Dot Blot

Como resultado das andlises em dot blot, em todos os grupos ndo houve indicios de
producdo de anticorpos contra o peptideo nas trés espécies inoculadas (camundongo, coelho e

bovino), tampouco com os adjuvantes testados, como pode ser demonstrado na figura 8.

Avaliacdo dos parametros de ciclo de vida em instares alimentados em coelhos imunizados

O R. sanguineus, por ser um carrapato que depende de trés hospedeiros para realizar
seu ciclo de vida, possui parametros que sdo independentes entre larvas, ninfas e adultos.
Portanto, foram utilizados os 3 instares do carrapato para a avaliacdo da eficacia. Ao todo, 18
parametros foram avaliados, e destes, oito compuseram o calculo de eficacia. Destes, apenas a
variavel Total de Larvas Eclodidas apresentou diminuicdo significativa entre o grupo Cl e 0
grupo CC no teste-t para amostras presumindo variancias diferentes, unicaudal, com 5% de
significancia (dados ndo mostrados). J& o mesmo teste sendo realizado bicaudal no
apresentou diferenca significativa. Todos os outros 17 parametros avaliados ndo apresentaram

diferenca significativa entre ambos o0s grupos.

Célculo da eficacia vacinal do Peptideo contra R. sanquineus

Com a finalidade de calcular a eficacia do peptideo como vacina, e propor um modelo
definitivo para célculo de eficacia vacinal em carrapatos trioxenos, foram realizadas
modifica¢fes na formula de Rodriguez-Mallon et al. (2012). A féormula final para o célculo

consistiu em:


http://tools.iedb.org/
http://www.imtech.res.in/raghava/propred/index.html
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E (%) = 100x{1-[(RLXVL)+(RNxVN)+(RAXVAXOAXFE)]/3}
Conforme os resultados, o calculo de eficicia consiste na percentagem de reducdo
entre os parametros dos grupos inoculado (ClI) e controle (CC). O resultado do calculo foi de

7,1% de eficacia.

Discussao

Analises in silico atualmente fornecem ferramentas que aceleram o processo de
identificacdo de novos antigenos para vacinas, uma vez que o proprio algoritmo faz uma pré-
andlise do ensaio imunoldgico, poupando ensaios desnecessarios com antigenos que nao irdo
ser eficazes. Porém, sdo necessarios subsequentes ensaios usando proteinas recombinantes ou
peptideos recombinantes ou sintéticos, para ndo somente validar esta abordagem, mas também
para melhorar a predicdo de novos antigenos candidatos a vacina contra carrapatos por estes
algoritmos (MARITZ-OLIVER et al., 2012).

Neste ensaio, foi observado nenhum pool de soro dos animais, dentre as trés espécies
inoculadas, desenvolveu resposta imune humoral contra o peptideo, nem quando utilizados 0s
distintos adjuvantes por distintas vias de inoculagdo. Para discutir este assunto, devem ser
levados em consideracdo ao menos trés pontos. O primeiro remete a peptideos se
comportarem como haptenos e necessitarem de adjuvantes e carreadores moleculares
especificos para apresenta-los ao sistema imune do hospedeiro (BRIAND et al., 1985), apesar
de as analises in silico mostrarem que este tenha propriedades antigénicas e alta afinidade por
receptores do complexo MHC. Este estudo corrobora com resultados obtidos anteriormente,
onde peptideos sdo tdo pequenos que passam despercebidos pelas células apresentadoras de
antigeno (APCs), sendo incapazes de induzirem resposta imune por si mesmo (FRIEDE,et al.
1993). E por este motivo que estudos utilizando peptideos como antigeno vacinal vém
acompanhados, principalmente, por conjugacdo a moléculas carreadoras como Keyhole
Limpet Hemocyanin (KLH), ovoalbumina, derivado proteico purificado (PPD) e
proteossomas (DE SILVA et al., 1999; PRINZ et al., 2004). Outros sistemas de apresentacéo
de peptideos tém mostrado resultados interessantes, como o uso deste em liberagdo por
lipossomas, virossomas, adenovirus e o sistema de liberacdo em fagos (phage-displayed)
(FRIEDE et al., 1993; TOES et al., 1996; VAN HOUTEN et al., 2006; KOPP et al., 2010).
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Alguns destes sistemas ja foram utilizados em ensaios vacinais contra carrapatos e mostraram
algum efeito. Prudencio et al. (2010) exploraram o sistema phage-displayed, assim utilizaram
nove clones de fagos apresentando nove distintos peptideos de proteinas (dados néo
revelados) de R. microplus, como carreadores destes, e utilizaram como antigeno vacinal,
associando com adjuvante completo de Freund nas primeiras doses e incompleto nas duas
doses de reforco. Como resultado, foi obtido apenas influéncia no desenvolvimento da
tele6gina, que apresentou alteracbes morfologicas similares a hemorragia (sangue na
hemolinfa) e diminuicdo na ovipostura. Rodriguez-Mallon et al. (2012) construiram um
peptideo sintético derivado da proteina ribossomal PO, de R. microplus e R. sanguineus, e 0
conjugaram com o carreador KLH. Este antigeno foi administrado em coelhos utilizando
Montanide VG 888 como adjuvante. Foi relatada eficacia de 90% contra R. sanguineus.

Por outro lado, Andreotti (2007) selecionou um peptideo de 29 aminoacidos, com peso
molecular de 3,5 kDa, pertencente a regido N-terminal da proteina BmT]I e utilizou como
antigeno para vacinacao de bovinos, utilizando apenas saponina como iadjuvante. Este estudo
mostrou pico que anticorpos contra o peptideo comecaram a ser produzidos duas semanas
apos a primeira dose e com pico de producdo de anticorpos com trés semanas apos a terceira
dose. Entretanto, diferentemente do peptideo aqui estudado, esse demonstrou alta afininade
pelo complexo MHC Il humano, com os mesmos alelos citados anteriormente. Porém, sua
eficacia foi de apenas 18,4% contra R. microplus, ainda maior do que os 7,1% obtidos neste
estudo.

Outra questdo a ser levada em consideracao é justamente a auséncia de afinidade do
dominio peptidico em questdo com receptores de MHC-11, como foi mostrado nos resultados
utilizando os algoritmos MHC-II Binding Predictions e MHC Class-1l Binding Prediction
Server, ja validados e disponiveis ao publico, contestando a alta afinidade predita pelo
programa em desenvolvimento aqui avaliado. Porém, este programa de bioinformatica condiz
com os ja validados em relacédo a exposicéo de epitopos em superficie proteica e linearidade
destes.

O terceiro ponto € se realmente existe a proteina ATAQ em R. sanguineus. Existe uma
grande suspeita dessa existéncia pelo fato de esta proteina estar presente em cinco espécies do
género Rhipicephalus, e possuem grande identidade, porém, nenhum resultado concreto ainda
foi encontrado.
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O caélculo de eficicia vacinal para R. microplus j& estd bem descrito e esclarecido na
literatura (CANALES et al.,, 1997; FRAGOSO et al., 1998, ANDREOTTI et al., 2006;
ANDREOTTI et al., 2007; DE LA FUENTE et al., 2010; PATARROYO et al., 2012).
Entretanto, ndo se pode extrapolar seu uso para um carrapato como o R. sanguineus, que por
se tratar de um parasita heteroxeno, possui pardmetros de interferéncia em larvas e ninfas, que
ndo podem ser avaliados no carrapato monoxeno, uma vez que as ecdises séo realizadas no
hospedeiro.

Existe um modelo proposto para calcular a eficacia vacinal em parasita heteroxeno,
que foi descrito por Rodriguez-Mallon et al. (2012). Porém, estes autores desconsideraram a
quantidade de ninfas que sofreram ecdise para adultos e utilizaram em duplicidade o nimero
de teledginas recuperadas em sua formula. Além disso, eles utilizaram o elemento
multiplicacdo entre varidveis independentes entre larvas, ninfas e adultos, tornando-as assim
dependentes. Portanto, propomos uma modificacdo para essa formula neste trabalho, que leva
em consideragdo varidveis dependentes entre si, consistindo na relagdo entre a capacidade de
cada instar conseguir ndo somente completar seu repasto, mas como sua capacidade em
atingir o proximo estagio. No caso de adultos, a interferéncia de anticorpos na alimentacao
pode atingir desde a capacidade deste completar o repasto, passando pela capacidade em
iniciar a oviposicao, completar a oviposi¢do até a eclosdo dos ovos, por este motivo que ela
possui peso maior em relacdo as variaveis de larvas e ninfas. Desta forma é realizada uma
média ponderada entre varidveis independentes entre larvas, ninfas e adultos/ovos. Assim,
propomos a independéncia entre os parametros de larvas, ninfas e adultos, a fim de tornar uma
férmula mais acurada.

Rodriguez-Mallon et al. (2012) avaliaram o desempenho de R. sanguineus alimentados
em coelhos imunizados com o antigeno Bm86 e um peptideo recombinante derivado da
proteina ribossomal pPO0, associado ao modulador de resposta imune celular Keyhole Limpet
Hemocyanin, e, segundo o célculo de eficacia descrito, obtiveram 51% e 90% de eficacia
respectivamente, para cada antigeno. Quando utilizamos o mesmo célculo, obtivemos 51%
guando comparamos CIXCC, em um peptideo que ndo provocou resposta imune. Assim,
eficicia fica superestimada, uma vez que omite variaveis como o numero de ninfas que atinge
a fase adulta, e utiliza varidveis em duplicidade, como o total de adultas recuperadas. Ja,
utilizando a formula aqui proposta obtivemos 7% quando comparamos CIXCC, ou seja,
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valores abaixo da formula “superestimada” e condizentes com uma vacina que ndo surtiu

eficécia.

Concluséao

Os resultados deste experimento nos permite concluir que este peptideo por si s6 ndo é
capaz de produzir resposta imune especifica, se comportando como hapteno, portanto
havendo a necessidade de se utilizar, além de adjuvantes, carreadores que apresentem de
maneira eficiente estes as APCs, e que também modulem a resposta imune visando concluir a
estratégia vacinal desejada. Novos estudos precisam ser realizados a fim de utilizar diversas
ferramentas de predicdo de antigenos, diversos peptideos de proteinas que desempenham

distintas func@es, objetivando aumentar a eficacia vacinal.
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Figura 1. Localizag&o das propriedades preditas na proteina ATAQ de R. microplus. As caixas/losango indicam a
localizacdo de algum trecho de interesse para a imunogenicidade daquele trecho. Caixas verdes — possiveis
epitopos de linfocito B preditos pelo programa bepipred, caixas vermelhas, possiveis trechos intrinsecamente
desordenados preditas pelo programa iupred, caixas amarelas — regides extracelulares preditas pelo programa
tmhmm, caixas laranjas — peptideo sinal predito pelo programa signalp, caixas azuis — regifes de similaridade
com proteinas de B. taurus, losango verde — sitio de adi¢éo da ancora GPI.
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Figura 2. Alinhamento do software Geneious Pro 4.8.5 (Biomatters) entre genes codificadores da proteina
ATAQ em: (1) R. microplus; (2) R. annulatus; (3) R. decoloratus; (4) R. evertsi evertsi; (5) R. appendiculatus.
As regides em verde significam de 100% de homologia.

¥ Estatisticas (1,818, 93.3%)

Tamanho: 1,818 bases

Sequéncias: 5

Sitios Idénticos: 1,339 (85.8%)
Pareamento % de Identidade: 93.3%

Tamanho continuo entre as 5 sequéncias:
Media: 18162  Desv. Padrdo: 3.6
Minimo: 1809  Maximo: 1818

Frequéncia de bases:
2514 27.7%
2,173 23.9%
2307 254%
2,087 23.0%

GC: 4480 493%
=i 0 0.0% (de qualquer)

Figura 3. Estatistica do alinhamento: referente a Figura 2 mostrou 93,3% de identidade entre as 5 espécies do
género Rhipicepalus

Figura 4. Sequéncia da proteina ATAQ que corresponde ao peptideo em questdo (circulada): as setas vermelhas
indicam antigenicidade. Ademais, apresenta uma regido préxima ao N terminal que é mais hidrofébica
(aminoacidos em tons de azul) e uma regido préxima ao C terminal mais hidrofilico (aminoacidos em tons de
vermelho).
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Emini Surface Accessibility Prediction
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1 45 54 PLKWDSTKQ 9
3 156 161 SSSDPR 6
3 233 238 DAEKPY 6
4 243 262 REN‘I‘F@ 20
5 264 273 iTemaboraTS 10

Figura 5. Gréfico de probabilidade de acessibilidade a superficie. Este grafico mostra a probabilidade de
dominios proteicos estarem expostos na superficie, sendo entdo acessiveis a anticorpos. Desta forma, o
algoritimo traca um limiar de probabilidade de regifes externas por uma linha horizontal. Qualquer regido do
grafico que estiver acima do limiar tragado possui alta probabilidade de ser exposta na superficie proteica. A
regido circulada corresponde ao peptideo sintetizado, assim, este possui alta probabilidade de estar na superficie
da proteina ATAQ.

Bepipred Linear Epitope Prediction
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Figura 6. Grafico de probabilidade de epitopos serem lineares. Este algoritmo analisa a proteina na sua estrutura
primaria e traca um limiar (linha horizontal) de probabilidade de epitopos serem lineares dentro da estrutura
terciaria. Toda a regido do grafico que estiver acima do limiar tragado possui alta probabilidade de ser um
epitopo linear. A regido circulada corresponde a regido do peptideo utilizado neste estudo, obtendo alta
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probabilidade deste ser linear, o que significa que uma resposta imune gerada contra o peptideo, que € linear,
pode ser gerada contra esta mesma regido na proteina nativa.

gi|3128384487|gb|ADRO1301.1| ENLCEQDCICIFDAEKFYECDCRENT TAKTFOPPHHOEREFETTEMAPOR 550
gi|312838469|gb|ADRO1302.1| FHLCPQDCICTIFDAEKFYKCDCRENT TAKTIPQPPHHQEKWFFETTEMAPQOR 550
gil312838471|gk|ADRO1303.1] FHLCPQDCICIFDAEKFYKCDCRENT TAKTIPQPPHHHEKWFFETTETVIIQR 550
gil312838473|gkb|ADRO1304.1| FHLCEPQDCICIFDAEKFYKCDCRENT TAKTIPQPPHHHEKWEYETTEFTVEQR 550
gi|312838477|gb|ADRO1306.1| ENEYPFLDCICERDVVI SYECHCRENT TAKTFOPFHHHERILETTEEVEQR 550
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Figura 7. Alinhamento feito pelo ClustalW2. De cima para baixo, sdo representadas sequéncias do dominio onde
se encontra o peptideo (quadrado) de R. microplus; R. annulatus; R. decoloratus; R. evertsi evertsi e R.
appendiculatus, respectivamente. Dentre os 17 aminoacidos, ha homologia entre 12, o que resulta em 71% de
identidade

Figura 8. Dot blot comparando pool de soros dos animais de cada grupo no dia 0 e 21 dias apds a terceira dose.
la— Grupo P dia 0; 1b — Grupo P 21 dias p6s 32 dose; 2a — Grupo M dia 0; 2b — Grupo M 21 dias p6s 3?2 dose; 3a
— Grupo F dia 0; 3b — Grupo F 21 dias p6s 3% dose; 4a — Grupo Cl dia 0; 4b — Grupo CI 21 dias pés 3? dose; 5a —
Grupo Bl dia 0; 5b — Grupo BI 21 dias p6s 32 dose; 6a — Grupo anti-extrato de larva dia 0; 6b — Grupo anti-
extrato de larva 21 dias pds 32 dose.



