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Resumo

Fisch, A. Vacina multicomponente recombinante baseada em antigenos
secretados por Rhipicephalus microplus induz imunidade protetora contra
carrapatos em bovinos e caes. 2018. 101 p. Tese (Doutorado). Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, 2018.

Carrapatos sao parasitas hematdéfagos transmissores de doengas para humanos e
animais, e responsaveis por prejuizos econdmicos de bilhdes de ddlares para os
sistemas pecuarios mundiais. A emergéncia de carrapatos multirresistentes a
acaricidas torna urgente o desenvolvimento de vacinas efetivas contra este parasita.
Neste trabalho, nds utilizamos dados de sialotranscriptomas de carrapatos R.
microplus para selecionar antigenos secretados pelo parasita para serem testados
como uma vacina multicomponente. Os antigenos produzidos de forma
recombinante em E. coli foram utilizados como imundgenos em animais suscetiveis
a carrapatos para testes de protecao vacinal contra infestagcdes por R. microplus em
bovinos e por R. sanguineus em caes. No primeiro ensaio, bovinos imunizados com
oito antigenos recombinantes adjuvantados com um polimero sintético apresentaram
inducdo de IgG sérica especifica para cinco antigenos, e redugdo de 22% na
infestacdo por carrapatos R. microplus. No segundo ensaio, a imunizagdo de
bovinos com nove antigenos adjuvantados com sais de aluminio gerou IgG
especifica para todos os antigenos inoculados, e prote¢cdo vacinal crescente de 70%
e 75% em duas infestagdes sucessivas com carrapatos R. microplus, sem
revacinacao, indicando boost natural pela infestacdo. No terceiro ensaio, a
imunizagao de caes com nove antigenos recombinantes associados a hidroxido de
aluminio induziu a soroconversao de IgG dos animais para todos os antigenos, e
protecao vacinal de 36% contra a infestagdo por carrapatos R. sanguineus. Todas as
formulagcbes afetaram principalmente o numero de fémeas ingurgitadas apds a
infestacdo. O efeito protetor de antigenos derivados de carrapatos R. microplus
sobre carrapatos R. sanguineus (prote¢do cruzada) indica ser possivel o

desenvolvimento de uma vacina multicomponente efetiva contra os dois parasitas.

Palavras chave: vacina anti-carrapato, Rhipicephalus microplus, vacina

recombinante multicomponente, proteinas secretadas, Rhipicephalus sanguineus.



Abstract

Fisch, A. Recombinant multicomponent vaccine based on antigens secreted by
Rhipicephalus microplus induces protective immunity against ticks in cattle
and dogs. 2018. 101 p. Tese (Doutorado em Ciéncias). Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto, Universidade de Ribeirdo Preto, S&o Paulo, 2018.

Ticks are hematophagous parasites which transmit diseases to humans and animals,
and are responsible for billions of dollars of damage to the world's livestock systems.
The emergence of ticks resistant to multiple acaricides makes urgent the
development of effective vaccines against this parasite. In this work, we used data
from the R. microplus tick sialotranscriptome to select antigens secreted by the
parasite to be tested as a multicomponent vaccine. Recombinant antigens expressed
in E. coli were used as antigens in tick’s susceptible hosts to evaluate it efficacy in
protect animals against R. microplus and R. sanguineus infestations. In the first
assay, bovines immunized with eight recombinant antigens adjuvanted with a
synthetic polymer presented the induction of serum IgG reactive for five antigens,
and reduction of R. microplus infestation in 22%. In the second trial, immunization of
cattle with nine antigens adjuvanted with aluminum salts generated serum IgG
against all antigens, and vaccine protection against R. microplus parasitism was
calculated in 70% and 75% for each infestation. In the third trial, the immunization of
dogs with recombinant antigens adjuvanted with aluminum hydroxide induced IgG
seroconversion against all antigens, and a 36% of protection against infestation by R.
sanguineus ticks in immunized animals. All formulations reduced mainly the number
of engorged females recovered from infestation. The cross reactive protection
induced by R. microplus derived antigens R. sanguineus tick infestation indicate that

it is possible to develop a unique multicomponent vaccine against the two parasites.

Key words: anti-tick vaccine, Rhipicephalus microplus, multicomponent recombinant

vaccine, secreted proteins, Rhipicephalus sanguineus.
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1 Introducgao

1.1 A importancia do setor pecuario para a saude publica humana

Os sistemas pecuarios ocupam cerca de 30% da superficie terrestre livre de
gelo do planeta'. Segundo a FAO?, em 2016, foram produzidas no mundo 320
milhdes de toneladas de carne (43 kg per capita/ano), 816 milhdes de toneladas de
leite (110 kg per capita/ano) e 70 milhdes de toneladas de ovos (9,4 kg per
capita/ano), indicando o setor de produgao animal como um dos principais sistemas
econdmicos mundiais.

Os sistemas de producao animal representam um dos setores de mais rapido
crescimento na agricultura, e é reconhecido como uma grande oportunidade de
investimento para a redugdo da pobreza mundial®. O setor pecuario é responsavel
pela seguridade alimentar direta de cerca de 1,3 bilhdo de pessoas ao redor do
mundo, através da geragao de empregos e pela subsisténcia de familias agricultoras
de baixa renda, especialmente em paises da Africa e Asia*5. A manutengdo da
saude e produtividade de rebanhos pecuarios, um dos pontos-chave definidos pela
FAO para o combate a fome e desnutrigdo mundial®, € uma importante estratégia
para a redugao do risco de vulnerabilidade de comunidades de baixa renda. O
acesso constante a alimentos de origem animal nutritivos esta fortemente associado
ao melhor crescimento e desenvolvimento cognitivo de criangas assim como a
resisténcia e recuperacdo mais rapida de doengas, o que acaba por gerar adultos
mais saudaveis e, assim, estimular o desenvolvimento e bem-estar das
comunidades®.

A rapida expansdo pecuaria, no entanto, vem acompanhada de efeitos
negativos sobre a populagdo humana e o meio ambiente, dentre eles, os problemas
ambientais associados ao desmatamento de areas verdes, geracao de gases estufa
e a emergéncia de doengas zoondticas e ndo zoondticas®. As doencgas infecciosas
compreendem grande parte das causas de morte e morbidade global em humanos,
sendo que cerca de 75% das doencgas infecciosas emergentes sdo zoondticas’.
Estas doengas sdo veiculadas através do contato direto com animais doentes, do
consumo de alimentos contaminados ou através de vetores comuns, como € 0 caso
de mosquitos e carrapatos, que sd&o os principais vetores de doencas para
humanos®. Dentro do conceito de “One Health”, que reconhece que a salide humana

estd diretamente relacionada a saude dos animais e ao meio ambiente, a
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manutencido sanitaria dos rebanhos apresenta-se como essencial para diminuir a
ocorréncia de doencas infecciosas e parasitarias nas populagcdes ao redor do
mundo®. O combate as doencas ndo zoondticas também ¢é essencial para a
manutencdo da saude humana, uma vez que rebanhos saudaveis sao mais
produtivos e resistentes as doencas, o que contribui para a seguridade alimentar.
Assim, iniciativas que busquem aumentar a sanidade dos rebanhos bem como a sua

produtividade apresentam potencial impacto positivo sobre a saude humana.

1.2 Infestagdes por carrapatos e seu impacto sobre os rebanhos bovinos

A atividade pecuaria bovina é uma das mais importantes e lucrativas
atividades do agronegécio mundial’®, sendo representada por um rebanho de
aproximadamente 1 bilhdo de animais (2016)°. No Brasil encontra-se o maior
rebanho bovino comercial do mundo, com 218 milhdes de cabegas de gado (2016)2.
A ocorréncia de doengas infecciosas e parasitarias tem forte impacto sobre a saude
do gado bovino. No ano de 2014, foi estimada uma perda anual de
aproximadamente 14 bilhdes de dodlares na produgdo bovina brasileira em
decorréncia de infestacbes parasitarias; deste total, 3,24 bilhdes de ddlares foram
consumidos em decorréncia da infestacdo pelo carrapato Rhipichephalus
microplus', o principal carrapato parasita de bovinos no Brasil'? e em muitos paises
do mundo’3.

Os carrapatos sao artrépodes obrigatoriamente hematéfagos que distribuem-
se globalmente nas regides tropicais e subtropicais e parasitam diversas espécies
de vertebrados terrestres'. Apresentam grande relevancia médica veterinaria, uma
vez que sao os principais vetores de patégenos para animais domésticos e
selvagens e o segundo principal vetor de doengas para humanos, ficando atras
apenas dos mosquitos®'®. As infestacbes por R. microplus em bovinos estéo
associadas a transmissdo de diversos patdgenos, entre eles Babesia bovis e
Babesia bigemina, causadores da babesiose, e Anaplasma marginale, causador da
anaplasmose, ambas doencas potencialmente letais'®. Por sua vez, a infestagéo por
Rhipicephalus sanguineus esta associada a transmissdao de Erlichia canis'® e
Babesia vogeli'’ para cées, seu hospedeiro preferencial. De forma importante, em
regides da Europa, Africa e Asia, esta espécie de carrapato aparece associada a
transmissdo de microrganismos do género Rickettsia, causadores de doencgas

zoonoticas potencialmente letais para humanos™®.



14

A infestacdo por carrapatos provoca, além da transmissédo de doencgas, danos
diretos ao hospedeiro em decorréncia da hematofagia, como a perda de sangue,
irritabilidade, inflamacao e hipersensibilidade no local do trauma, desenvolvimento
de infecgdes secundarias e paralisia causada por toxinas salivares''. Em animais de
producdo que abrigam um grande numero de carrapatos, a perda sanguinea gera
anemia, caquexia, reduz o ganho de peso e diminui a producdo de leite, além de

interferir em outros fatores produtivos, causando perdas econdémicas significativas'®.

1.3 Controle das infestagdes por carrapatos

O controle de carrapatos através da aplicagdo de acaricidas quimicos € um
método bastante difundido no mundo todo. Esta estratégia, porém, apresenta
diversos pontos negativos: (1) efeito limitado sobre a reducédo da infestagdo por
carrapatos; (2) geracédo de residuos quimicos contaminantes do meio ambiente, da
carne e do leite, o que gera problemas de saude publica; e (3) selecdo de carrapatos
resistentes?®. A resisténcia a multiplos compostos acaricidas tem sido
frequentemente descrita para ambos os carrapatos R. microplus?'?22324 ¢ R,
sanguineus®®2827 Qs problemas associados ao uso de acaricidas e a emergéncia de
doengas transmitidas por carrapatos, juntamente com os prejuizos econdémicos e
sanitarios decorrentes das infestacbes, apontam para a necessidade de
investimentos para o desenvolvimento e uso de métodos alternativos que sejam
capazes de substituir os acaricidas no controle de carrapatos?®.

A vacinacdo é uma das alternativas disponiveis atualmente para o controle
das infestagbes por carrapatos e oferece vantagens significativas sobre a utilizagdo
de acaricidas quimicos, pois apresenta especificidade ao alvo, € ambientalmente
segura, ndo promove o depdsito de residuos na carne e no leite, ndo gera riscos a
satide humana e animal e apresenta administragéo simples?°. Os resultados obtidos
por Allen e Humphreys?® em 1979, que demonstraram que a imunizagdo de bovinos
com extratos de carrapatos € capaz de afetar negativamente a alimentagdo dos
parasitas, estimularam a proliferacdo de estudos em busca de vacinas anti-
carrapatos. No entanto, nenhuma vacina anti-carrapatos esta disponivel para caes, e
apenas duas vacinas para bovinos foram comercialmente desenvolvidas até hoje:
TickGard™ (Hoechs Animal Health, Australia) e Gavac™ (Heber Biotec S.A.
Havana, Cuba). Ambas s&o produzidas a partir do antigeno Bm86, uma

glicoproteina intestinal de R. microplus®®, produzida em Pichia pastoris. A
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imunizacdo com Bm86 promove a redugcdo do numero, peso e capacidade
reprodutiva das fémeas ingurgitadas de carrapatos, além de diminuir a prevaléncia
de babesiose nos rebanhos bovinos vacinados®'-32, Em média, o nivel de protegéo
obtido com a utilizagdo do antigeno Bm86 € de 50%, dependendo da espécie e cepa
de carrapato infestante, mas pode chegar a 90% em alguns estudos®. O aumento
do titulo de anticorpos IgG anti-Bm86 nos bovinos imunizados e a ocorréncia de
lesdo intestinal em carrapatos alimentados nos animais vacinados parecem estar
relacionados com a reducéo da infestagéo e da reproducéo dos carrapatos30:31.34,

De forma interessante, o uso do antigeno Bm86 é capaz de promover quase
100% de protegéo contra a infestagdo de bovinos com carrapatos R. annulatus®®.
Em diversos estudos, a utilizagdo experimental de antigenos recombinantes
homologos a Bm86 e outros antigenos compartilhados entre diferentes espécies de
carrapatos demonstrou que é possivel induzir imunidade cruzada entre espécies,
indicando ser possivel o controle de diferentes espécies de carrapatos com uma
Unica vacina3%-36.37,

Cabe ressaltar que as vacinas comerciais anti-carrapatos existentes
apresentam limitagdes importantes: (1) embora sejam capazes de diminuir as
aplicagdes de acaricidas nos rebanhos, ndo sao capazes de eliminar por completo a
utilizagdo destes produtos®; (2) a vacinagdo com Bm86 induz niveis de protegdo
variados nos rebanhos, o que pode estar relacionado a heterogeneidade da
sequéncia da proteina Bm86 entre as diferentes cepas de R. microplus conforme a
area geografica®?; (3) os resultados provindos da vacinagdo com a Bm86 somente
sdo observados apos alguns meses do inicio do esquema vacinal, o0 que acaba por
desestimular o uso do produto pelos produtores; e (4) a imunidade promovida pela
vacinagdo com Bm86 ¢ pouco duradora (cerca de 6 meses??), o que leva a
necessidade de revacinagbes frequentes, gerando custos ao produtor®®40. Sendo
assim, apesar de existirem vacinas anti-carrapatos comerciais, nenhuma delas
parece ser realmente efetiva para o controle a campo do carrapato R. microplus ou
para diminuir a transmissao de doencas veiculadas por eles*'. Assim, & necessario
investir na pesquisa de novos antigenos que possam ser utilizados em formulagées

vacinais mais eficazes do que as atualmente disponiveis.
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1.4 A saliva dos carrapatos e a interface parasita-hospedeiro como alvo vacinal

Desde que descobriu-se que a resisténcia a carrapatos pode ser modulada
pela imunidade adquirida®?, diversos estudos vém sendo realizados na busca por
antigenos que possam ser utilizados como vacinas anti-carrapatos. Estes estudos
focam em dois tipos de antigenos: ocultos e expostos.

Os antigenos ocultos referem-se a proteinas que ndo s&o expostas ao
sistema imunoldgico do hospedeiro durante o repasto sanguineo, a exemplo da
proteina Bm86. Diversos antigenos ocultos tém sido testados com resultados de
protecdo variaveis, como a subolesina*® e aquaporina**. No entanto, este tipo de
antigeno n&o é capaz de reestimular a resposta imunoldgica por rotas n&o-vacinais,
0 que leva a necessidade de revacinagbes frequentes para a manutencdo dos
anticorpos circulantes*®.

Os antigenos expostos, por sua vez, sdo aqueles que naturalmente entram
em contato com o hospedeiro durante o processo de hematofagia, a exemplo dos
antigenos secretados. Sao capazes de reestimular o sistema imunoldgico do
hospedeiro durante o processo de alimentacio do carrapato, levando ao refinamento
da memoria imunoldgica. No entanto, estes antigenos comumente fazem parte de
familias de proteinas secretadas com sequéncias muito similares entre si e funcdes
redundantes, o que pode dificultar a sele¢do dos antigenos a serem testados*.

Para se alimentar, os carrapatos promovem a laceracado da pele e dos vasos
sanguineos cutaneos do hospedeiro através de suas pecas bucais, formando uma
cavidade de alimentacdo na qual secreta sua saliva constantemente*®47. A saliva
dos carrapatos contém inumeras moléculas bioativas que sao responsaveis por
possibilitar o parasitismo: vasodilatadores, imunossupressores, anti-inflamatorios,
ligantes de histamina e de imunoglobulinas, inibidores de trombina e da agregacéao
plaquetaria, ligantes de quimiocinas, inibidores do sistema complemento,
inativadores de bradicinina e anafilotoxina, moléculas de fixacdo, metaloproteases,
entre outras*®4%%0 Essas moléculas s&o essenciais para que as respostas
imunoldgicas e de cicatrizagdo tecidual do hospedeiro sejam suficientemente
inativadas e permitam a alimentag&o prolongada dos carrapatos.

Durante a infestagdo, algumas espécies de hospedeiros conseguem montar
uma resposta imune que inativa ou sobrepde a fungdao das moléculas salivares do
carrapato, o que acaba por interromper a refeicdo sanguinea e a fixacdo dos

parasitas a pele, com consequente comprometimento do sucesso biolégico e
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reprodutivo dos mesmos. Respostas eficientes contra o carrapato ja foram descritas
em diferentes hospedeiros e estdo associadas a producédo de anticorpos contra as
proteinas salivares®', producdo de citocinas e quimiocinas de perfil Th15253
proteinas de fase aguda®* e desenvolvimento de uma resposta de hipersensibilidade
cutanea tardia®>%6. No entanto, os carrapatos s&o capazes de se alimentarem com
sucesso em uma extensa gama de hospedeiros, indicando que, ao menos para
estes, os componentes de saliva ndo sao suficientemente imunogénicos para induzir
uma resposta protetora®’. De forma interessante, alguns antigenos salivares que néo
induziram resposta imune quando inoculados durante a hematofagia (antigenos
silenciosos) sdo eficientes em induzir resposta protetora contra uma infestag&o
desafio por carrapatos quando administrados como vacinas®®, demostrando que

antigenos salivares, mesmo silenciosos, apresentam potencial como alvos vacinais.

1.5 O uso da vacinologia reversa para a descoberta de antigenos secretados
por carrapatos

Por muitos anos, o desenvolvimento de vacinas foi realizado seguindo-se a
sistematica estabelecida por Louis Pasteur em 1880: isolar, inativar e injetar o
agente patogénico. Esta estratégia de sucesso foi aplicada para o desenvolvimento
de inumeras vacinas inativadas, atenuadas e de subunidade extensamente
utilizadas até os dias atuais. No entanto, estes principios podem nao apresentar
sucesso quando aplicados ao desenvolvimento de vacinas contra organismos nao
cultivaveis em laboratério, com alta variabilidade antigénica ou com antigenos pouco
imunogénicos®. Com a introdugdo das tecnologias de sequenciamento de
genomas®, tornou-se possivel a identificagdo in silico de proteinas componentes de
agentes patogénicos sem a necessidade de seu isolamento e cultivo; com isso, o
desenvolvimento de vacinas passou a ser realizado ndo mais a partir do cultivo de
agentes isolados, mas das informagbes individuais obtidas do genoma,
transcriptoma ou proteoma do mesmo. Esse abordagem é denominada vacinologia
reversa®’.

Estudos “6micos” tem sido conduzidos em diferentes espécies de carrapatos
visando identificar os fatores envolvidos nas interagdes carrapato-hospedeiro e
selecionar possiveis antigenos vacinais®. Informagoes sobre os genes transcritos na

glandula salivar de carrapatos podem ser obtidas a partir de técnicas de hibridizagao
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em microarranjo e do sequenciamento de bibliotecas de cDNA e de RNA utilizando
plataformas de nova geragao*562.

Visando a identificacdo de antigenos para o desenvolvimento de vacinas anti-
carrapatos, nosso grupo de pesquisa analisou os transcritos de carrapatos R.
microplus em diferentes estagios, alimentados em hospedeiros bovinos resistentes
(raga Nelore) ou suscetiveis (raga Holandés). Maruyama e colaboradores®?
identificaram os transcritos expressos em larvas ndo alimentadas e em glandulas
salivares isoladas de machos, fémeas e ninfas que parasitavam bovinos resistentes
e suscetiveis, tendo identificado 3.342 contigs unicos, empregando sequenciamento
Sanger de bibliotecas de cDNA. Dentre as proteinas identificadas, quatro foram
selecionadas para serem testadas como antigenos vacinais, considerando-se
informagdes sobre a presencga de peptideo sinal, provavel fungao biolégica e nivel
de expressdo. Os antigenos produzidos de forma recombinante foram utilizados
para imunizar bovinos posteriormente infestados com carrapatos R. microplus; a
avaliagao dos parametros produtivos e reprodutivos dos carrapatos provenientes da
infestag&o indicaram uma eficacia vacinal de 72% para a composigao. Anatriello®,
por sua vez, identificou sequéncias codificantes de 14 antigenos de R. microplus que
apresentaram homologia in silico com proteinas de carrapatos R. sanguineus, e
estas foram testadas como vacinas de DNA em camundongos (individualmente) e
caes (vacina multicomponente) posteriormente infestados por R. sanguineus.
Diversos parametros biolégicos e reprodutivos dos carrapatos se mostraram
alterados nos grupos de animais vacinados, apontando a eficacia da imunizagao e
demonstrando que proteinas especificas de R. microplus podem induzir imunidade
cruzada contra R. sanguineus, possibilitando o desenvolvimento de uma vacina anti-
carrapatos comum para bovinos e caes.

Mais recentemente, Garcia®® realizou a identificagdo dos transcritos expressos
em larvas nao alimentadas e na glandula salivar isolada de machos, fémeas e ninfas
alimentados em bovinos resistentes e suscetiveis através de pirossequenciamento
(plataforma 454), o que resultou na identificacdo de 11.676 sequéncias unicas
codificantes de proteinas. Dentre as sequéncias obtidas em ambos os trabalhos de
sequenciamento, 80 foram selecionadas para patenteamento e exploragdo como
possiveis alvos vacinais. Para a selecdo das sequéncias a serem patenteadas,
foram considerados os seguintes parametros: (1) presenga de peptideo sinal,

indicando alvo secretado — parametro obrigatério; (2) funcédo bioldgica predita in
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silico® associada ao parasitismo — alimentacdo do carrapato ou evasao do sistema
imunologico do hospedeiro; (3) expressdo génica diferencial entre as fases do
carrapato ou hospedeiros; (4) sequéncia semelhante as demais proteinas de seu
grupo com a mesma funcgéo predita, buscando-se antigenos com maior cobertura da
redundancia de moléculas; e (5) antigénica predita in silico superior as demais
sequéncias da mesma classe. Os resultados de protecdo e indugdo de resposta
imunologica obtidos nas provas de conceito ja descritas também foram
considerados. Essas sequéncias foram patenteadas junto ao Instituto Nacional de
Propriedade Industrial sob o nimero BR102013030662-2%, em parceria com o
National Institutes of Health, Bethesda (EUA) visando o desenvolvimento de vacinas
recombinantes anti-carrapatos.

A interacao carrapato-hospedeiro mediada pela saliva é bastante complexa.
Ha um grande numero de proteinas secretas na saliva do carrapato responsaveis
por diferentes fun¢des na alimentacdo, e muitas apresentam atividades redundantes.
Assim, sugere-se que a capacidade de uma vacina anti-carrapatos em neutralizar as
funcbes salivares a ponto de comprometer a alimentagdo do parasita seja
dependente de uma resposta multigénica®”6869  Vacinas multi-componentes anti-
carrapatos ja tém sido estudadas®®; e esta abordagem tem sido testada com
sucesso para doencgas como malaria’®’", tuberculose’, meningite meningocdcica’?,
entre outras. A utilizacdo de diferentes antigenos em uma mesma formulagéo
vacinal pode ser importante para diminuir a falha vacinal associada a restricao
genética do hospedeiro e aos mecanismos de escape do parasito, tal como a
redundancia funcional de moléculas, ja descrita para proteinas encontradas na
saliva de carrapatos. E possivel que, se juntarmos diversos alvos em uma Unica
vacina, consigamos promover niveis superiores de protegdo contra a infestacdo do
que o obtido com a vacinagdo com cada alvo separadamente.

Este trabalho teve por objetivo identificar e testar alvos vacinais de carrapatos
R. microplus em busca de antigenos protetores anti-carrapatos. Nos selecionamos,
dentre as sequéncias ja patenteadas, novos antigenos secretados de carrapatos R.
microplus que apresentam potencial vacinale os produzimos de forma recombinante
em Escherichia coli. As proteinas recombinantes foram utilizadas para a imunizagao

de bovinos desafiados com carrapatos R. microplus, a fim de determinar a atividade

2 0 processo de predicio da funcido bioldgica foi realizado por Garcia®® (manuscrito em preparacdo)
considerando-se o alinhamento de sequéncias com 13 diferentes bases de dados de sequéncias
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protetora dos antigenos contra a infestagdo por esta espécie. Ainda, os mesmos
antigenos foram utilizados para imunizar caes desafiados com carrapatos R.
sanguineus, a fim de verificar se nossos antigenos sdo capazes de induzir uma
resposta cruzada protetora contra o carrapato do cdo. Os antigenos protetores em
ambos o0s experimentos poderdo ser empregados como base para o
desenvolvimento de uma vacina recombinante multicomponente anti-carrapatos

comum para bovinos e caes.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo geral

Avaliar a eficacia vacinal da imunizagao multicomponente de bovinos e caes
com antigenos secretados de carrapatos R. microplus contra infestagdes
experimentais por carrapatos R. microplus e R. sanguineus, visando o

desenvolvimento de uma vacina anti-carrapatos comum para bovinos e caes.

2.2 Objetivos especificos

- Selecionar potenciais antigenos vacinais anti-carrapatos a partir de um grupo de
sequéncias secretadas de carrapatos R. microplus ja patenteadas por nosso grupo
para o desenvolvimento de vacinas.

- Expressar e purificar os antigenos candidatos na forma de proteina recombinante
utilizando Escherichia coli como sistema heterdlogo de expressao.

- Imunizar bovinos e caes com os antigenos recombinantes adjuvantados.

- Infestar experimentalmente os bovinos imunizados com carrapatos R. microplus,
bem como infestar os caes imunizados com carrapatos R. sanguineus, a fim de
avaliar a protecdo vacinal induzida pelos antigenos recombinantes contra as
infestacdes por carrapatos do boi e do cao.

- Avaliar a soroconversao (IgG especifica) para os antigenos recombinantes nos

bovinos e caes imunizados através de ELISA.
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3 Selecao dos antigenos secretados de carrapatos R. microplus para produgao
recombinante e teste de eficacia vacinal anti-carrapatos

Dentre as 80 sequéncias ja patenteadas por nosso grupo®, nos selecionamos
as sequéncias que seriam utilizadas para o desenvolvimento deste trabalho.
Inicialmente, as proteinas foram agrupadas de acordo com a sua fungao predita in
silico, e buscou-se selecionar ao menos uma proteina de cada grupo funcional, a fim
de cobrir o maior numero de fungdes possiveis. Os grupos funcionais foram
definidos ainda na fase de selecdo dos antigenos para patenteamento por serem
possivelmente essenciais a alimentagdo do carrapato e evasao do sistema
imunoldgico do hospedeiro.

Para definir quais proteinas seriam utilizadas a partir de cada grupo funcional,
foram considerados os seguintes fatores: (1) nivel de expressao génica, visto que
proteinas mais expressas devem estar mais ativas no processo de alimentagao; (2)
expressao génica para as diferentes fases do carrapato (adultos, larvas ou ninfas), a
fim de selecionar ao menos um antigeno de cada fase; (3) presencga de resultados
preliminares de protegcdo e indugdo de resposta imunolégica humoral®364; (4)
antigenicidade predita in silico utilizando-se ranqueamento combinado pela
ferramentas TEPITOPE e BebiPred®, tendo sido selecionadas as sequéncias com
ranqueamento de antigenicidade mais alto dentro de seu grupo funcional. Por fim,
nds selecionamos 18 antigenos, dentre os quais seis ja foram avaliados de forma
preliminar por nosso grupo como vacinas recombinantes anti-carrapatos em
bovinos® e/ou caes®, e 12 serdo abordados pela primeira vez ao longo deste
trabalho. A identificacdo dos antigenos selecionados e outros parametros do mesmo
estdo apresentados na tabela 1 e uma breve discussdo sobre os antigenos

selecionados pode ser encontrada a seguir.

Proteinas de fixacdo/cemento

Proteinas de fixacdo, também chamadas cemento, sdo secretadas por carrapatos
para promover a fixacdo de suas pecas bucais firmemente a pele do hospedeiro
durante o repasto sanguineo, e estdo presente nas espécies e fases do ciclo de
carrapatos em que a alimentag&o ocorre por periodos prolongados’®. Assim como
outros antigenos salivares, as proteinas de cemento sdo reconhecidas por células

de Langerhans presentes na pele do hospedeiro’, estando ao alcance dos efeitos
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do sistema imunoldgico. Proteinas de cemento tem sido utilizadas como vacinas
contra diferentes espécies de carrapatos com resultados positivos, induzindo forte
resposta humoral e resposta de hipersensibilidade tardia, possivelmente
relacionadas ao efeito protetor®6.76.77.78  Quando testada na forma de vacina de DNA
em camundongos, o antigeno 40-CEM foi capaz de afetar negativamente a
infestagdo. Assim, respostas induzidas pela vacinagdo com os antigenos 40-CEM e
244-CEM podem auxiliar na protegdo vacinal de bovinos por prejudicarem o
processo de fixagdo dos carrapatos para alimentagao. Ainda, a reatividade cruzada
de anticorpos anti-cemento tem sido descritas para proteinas do intestino de
carrapatos®®’7, indicando um segundo mecanismo pelo quais as proteinas

selecionadas podem ser efetivas contra carrapatos.

Metaloproteases

As metaloproteases compreendem um grande grupo de proteinas com
funcdes diversas, com atividades sobre a diferenciacido e remodelamento da matriz
extracelular, angiogénese, migragao e proliferagdo celular’®. Em carrapatos, ja estao
descritas metaloproteases com atividades anti-fibrinoliticas e anti-fibrinogénicas®,
inibidoras da angiogénese®' e inibidoras da aderéncia de leucocitos®. O
silenciamento génico de metaloproteases de Ixodes ricinus descrito por Decrem e
colaboradores® foi capaz de afetar negativamente a atividade fibrinolitica da
glandula salivar dos carrapatos silenciados. Ainda, a imunizagao de coelhos com a
metaloprotease recombinante promoveu diminuicdo da capacidade de alimentagao e
ovoposigdo das fémeas de carrapatos. De forma semelhante, Ali e colaboradores®*
demonstraram que o0 uso de metaloproteases recombinantes de R. microplus
protege parcialmente os bovinos imunizados. A sequéncia da proteinas 239-MTL ja
foi utilizada como vacina de subunidade® e DNA® recombinante, tendo induzido
resposta imune humoral e afetado negativamente os parametros da infestagdo por
carrapatos R. microplus e R. sanguineus. O possivel envolvimento das
metaloproteases 663-MTL e 239-MTL no processo de alimentacdo dos carrapatos,
em conjunto com os resultados anteriormente obtidos, indicam que estes antigenos

sao interessantes candidatos a composi¢cdo de uma vacina anti-carrapatos.



Tabela 1. Antigenos de carrapatos selecionados como alvos vacinais.
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Identificagao Funcao bioldgica putativa Peso Fases de vida do carrapato em Ja testado?
molecular que se detecta expressao da
(kDa)* proteina®®
Base de dados
Maruyama et af®® Garcia®

40-CEM RMallHxN-contig_40 Rm-nr-5791 Cemento/Fixagao 18,5 Larva, ninfa, macho (+) e fémea Cao
76-1lgBP RMallHxN-contig_76 Rm-nr-25946 Proteina tipo C ligante de imunoglobulina 17,4 Larva, macho (+) Cao, bovino
197-TSP RMallHxN-contig_197 Rm-nr-27468 Serina protease semelhante a tripsina 32,9 Macho (+), fémea Nao
218-Ag5 RMallHxN-contig_218 Rm-tb2-19257 Antigeno 5/endopeptidase 25,5 Larva, ninfa, macho (+) e fémea Nao
239-MTL RMallHxN-contig_239 Rm-nr-103593 Metaloprotease 56,6 Macho Céao, bovino
244-CEM RMallHxN-contig_244 Rm-nr-39496 Cemento/Fixagao 15,5 Larva, macho (+) Nao
274-HBP RMallHxN-contig_274 Rm-nr-121614 Proteina ligante de histaminal/lipocalina 23,2 Ninfa, macho e fémea (+) Cao
663-MTL RMallHxN-contig_663 Rm-nr-173063 Metaloprotease 36,6 Ninfa e fémea (+) Nao
795-DEF RMallHxN-contig_795 Rm-nr-172282 Defensina 13,1 Ninfa e fémea Nao
1735-CPI RMallHxN-contig_1735 Rm-nr-78235 Inibidor de carboxipeptidase 1,2 Larva, ninfa, macho (+) e fémea Néo
1756-P1 RMallHxN-contig_1756 Rm-nr_47714 Inibidor de protease - dominio Kunitz (bilaris) 18,0 Macho Cao
1786-PI RMallHxN-contig_1786 Rm-tb2-28253 Inibidor de protease - dominio Kunitz (monolaris) 20,2 Macho Nao
2067-NEI RMallHxN-contig_2067 Rm-nr-117512 Inibidor de elastase de neutrofilo 11,4 Ninfa (+), macho e fémea Nao
2712-DNAse RMallHxN-contig_2712 Bm-nr-118610 Desoxirribonuclease Il 39,5 Ninfa, macho e fémea (+) Nao
2879-MLD RMallHxN-contig_2879 Rm-nr-102870 Proteina putativa contendo dominio ML 16,5 Ninfa, macho (+) e fémea Cao
61864-SalpL Rm-nr-61864 Proteina putativa semelhante a SALP-15 23,3 Larva, ninfa (+), macho e fémea Nao
173030-F8.9 Rm-tb2-173030 Proteina putativa da familia 8.9 kDa 8,5 Ninfa e fémea (+) Nao
264079-EVA Rm-nr-264979 Evasina 12,1 Ninfa, macho (+) e fémea Nao

* Predito utilizando-se Expasy ProtParam, disponivel em https://web.expasy.org/protparam/ ; (+) fase

em que a proteina encontra-se mais expressa
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Proteinas ligantes de imunoglobulinas

Durante o repasto sanguineo, parte das proteinas ingeridas pelo carrapato
nao é imediatamente digerida, mas transportada do intestino para a hemolinfa. Esse
mecanismo € observado para o processamento das imunoglobulinas do hospedeiro,
e tem sido sugerido que este possa ser o mecanismo pelo qual anticorpos contra
antigenos ocultos (em 6rgdos como ovarios, por exemplo) podem chegar aos seus
alvos®. No entanto, uma vez na hemolinfa, as imunoglobulinas do hospedeiro sdo
capturadas por proteinas do carrapato ligantes de imunoglobulinas (immunoglobulin
binding protein, IgBP). De forma interessante, os carrapatos sao capazes de
regurgitar este complexo imunoglobulina:lgBP de volta para o hospedeiro pela
saliva, eliminando as imunoglobulinas de seus tecidos®. Devido a sua atividade
bioldgica, a neutralizagdo da atividade das IgBPs pode ser uma interessante forma
de se prejudicar a infestagdo por carrrapatos®’. Quando utilizada como antigeno
vacinal em bovinos, a proteina 76-IgBP foi capaz de induzir anticorpos especificos e,
em associagdo com outros antigenos, prejudicar a infestacdo de carrapatos R.
microplus. Resultado semelhante foi observado quando camundongos foram
imunizados com DNA recombinante e posteriormente infestados com R. sanguineus.
Esta proteina pode, ainda, apresentar outras atividades inibitorias sobre o sistema
imune do hospedeiro, como ja demonstrado por Zangirolamo®, e por isso a
neutralizagdo de proteinas ligantes de imunoglobulinas do carrapato com a indugao
de anticorpos de alta afinidade pode aumentar a efetividade das respostas do

hospedeiro contra o carrapato.

Lipocalinas
As lipocalinas sao proteinas largamente expressas na saliva de diversos

carrapatos e estdo associadas a captura de moléculas pequenas®. Lipocalinas de
Dermacentor reticulatus sao capaz de sequestrar histamina e serotonina®, enquanto
que lipocalinas ligantes de histamina foram descritas em Rhipicephalus
appendiculatus®'. A histamina é um dos principais mediadores inflamatoérios
secretados por basoéfilos e mastocitos em resposta a estimulos inflamatérios e
orquestra, em parte, o desenvolvimento da resposta imunolégica inata®. O bloqueio
das atividades mediadas pela histamina pode ser um dos mecanismos utilizados
pelo carrapato para evadir a resposta imune do hospedeiro, tornando as lipocalinas

interessantes alvos vacinais. A imunizagdo de camundongos com uma lipocalina
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recombinante de Ixodes persculatus promoveu atraso no periodo de ingurgitamento
de fémeas bem como redugdo do peso final de ingurgitamento®. De forma
semelhante, a imunizagdo de camundongos com DNA recombinante para a proteina
274-HBP — que apresenta em sua estrutura um dominio de ligacédo a histamina — foi
capaz proteger camundongos da infestagdo por R. sanguineus®*. Ainda, proteinas
da familia das lipocalinas também aparecem associadas a inibicdo do
complemento®® e de fatores pro-inflamatérios como aminas bioativas, leucotrienos e
tromboxanos®, indicando que sua neutralizacdo pode favorecer a resposta protetora

do hospedeiro contra o carrapato.

Antigeno 5
Proteinas pertencentes a superfamilia CAP (cysteine-rich secretory proteins,

antigen 5, e pathogenesis-related 1 proteins) estdo abundantemente presentes na
saliva de diversos organismos, incluindo artrépodes hematéfagos, como mosquitos e
carrapatos, e animais venenosos, como vespas®. Proteinas da superfamilia CAP de
Dipetalogaster maxima e Triatoma infestans apresentam atividade inibidora da
agregacao plaquetaria e da atividade oxidativas de neutrdfilos®. Em plantas,
proteinas desta familia apresentam atividade antimicrobiana®. As atividades anti-
hemostaticas, imunossupressoras e antibacterianas promovidas por estas proteinas
em outras espécies indica que este pode ser um mecanismo conservado que pode
contribuir para o sucesso da infestagéo por carrapatos, tornando a proteina 218-Ag5

um potencial alvo vacinal.

Proteinas do sistema inato de defesa do carrapato — dominio ML e defensinas

Os dominios ML sao estruturas presentes em proteinas envolvidas na
modulacdo de diversas respostas biologicas através da interacdo com lipideos,
como reconhecimento de lipideos da parece celular de microrganismos e
participacdo nas rotas do metabolismo de lipideos®. Embora a funcdo destas
proteinas na saliva de carrapatos ndo tenha sido estudada, outros artrépodes
utilizam-se de proteinas com dominio ML para o reconhecimento de fungos e
bactérias®, sugerindo que esta molécula possa estar associada ao desenvolvimento
de uma resposta imune contra patdégenos também em carrapatos. A imunizagéo de
camundongos com DNA recombinante da proteina 2879-MLD foi capaz de

prejudicar a infestagdo por carrapatos R. sanguineus®. Outra molécula
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potencialmente associada ao sistema imune inato dos carrapatos € a defensina 795-
DEF. Assim como outros organismos, carrapatos apresentam uma extensa gama de
moléculas antimicrobianas capazes de manter microrganismos comensais e
patogénicos em niveis que ndo comprometam a sua propria performance’®.
Defensinas e moléculas relacionadas foram descritas nas glandulas salivares,
intestino e hemolinfa de diferentes espécies de carrapatos e exercem atividades
imunes inatas sobre a proliferagédo bacteriana'91:102.103 A neutralizagdo das funcdes
inatas de resposta dos carrapatos a possiveis patdégenos configura uma estratégia

de vacinacao que sera abordada neste trabalho.

Proteinas imunossupressoras da familia SALP-15

A proteina SALP-15 foi identificada na saliva de carrapatos de Ixodes
scapularis, sendo secretada durante a alimentacdo. Esta proteina € capaz de
suprimir a secrecado de IL-2 in vitro e inibindo da ativacdo de linfocitos auxiliares,
com consequente inibicdo do desenvolvimento de respostas T CD4-dependentes,
como ativagcdo de linfocitos efetores’®. Esta proteina também apresenta a
capacidade de se ligar a patdogenos transmitidos por carrapatos e protegé-los da
acéo de anticorpos do hospedeiro, favorecendo a sua transmiss&o'%. Estudos tem
demonstrado que esta proteina apresenta sequéncia conservada entre diferentes
espécies de carrapatos’®197 sugerindo um mecanismo imunossupressor comum
que poderia ser utilizado como alvo vacinal para combater as infestacbes por

carrapatos.

Evasinas

O influxo de leucdcitos € um processo imune que se estabelece logo apés o
inicio da infestacdo por carrapatos, e € mediado pela liberagdo de quimiocinas. O
processo de migragao celular € inibido por moléculas presentes na saliva do
carrapato, chamadas evasinas, que se ligam qumiocinas pro-inflamatérias,
impedindo a sua sinalizagdo®"1%8. O uso de evasinas de carrapatos como antigenos

vacinais sera abordado neste trabalho.

Endonucleases

Ribonucleases e desoxirribonucleases sio enzimas envolvidas na hidrélise de

nucleotideos e catalise de reagbes de degradacdo do RNA e DNA. A secregao
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destas moléculas na saliva tem sido descrita para varios artropodes*®'%° e embora
seu efeito sobre o parasitismo de carrapatos nao tenha sido avaliado, € possivel que
a atividade destas proteinas esteja relacionada a remog¢ao do DNA do hospedeiro
liberado durante o processo de laceragdo cutanea e de vasos sanguineos, bem
como inibicado de NETs (neutrophil elastase traps), favorecendo o estabelecimento

da infestagao.

Proteinas inibidoras de proteases

Serina proteases sdo enzimas proteoliticas caracterizadas pela presenca de
uma serina em seu nucleo catalitico; cerca de um terco de todas as enzimas
proteoliticas presentes nos organismos pertencem a classe das serina proteases, e
estdo envolvidas nos mais distintos processos fisiolégicos como digestao,
coagulagdo sanguinea, fibrindlise, fertilizagdo, apoptose e imunidade'?. Proteinas
inibidoras da funcdo de serina proteases especificas ja foram descritas para
carrapatos e estdo comumente associadas a inibicdo de processos imunolégicos e
da coagulagao sanguinea.

A elastase neutrofilica € uma serina protease armazenada no interior de
granulos azurdfilos de neutrofilos e € mobilizada quando os neutrdfilos s&o
ativados'''. Participa em diversos processos pro-inflamatérios''?, além de
apresentar atividade antibacteriana’3''4. A producédo de proteinas inibidoras da
elastase de neutrdfilos ja foi descrita para alguns patogenos''®, e representa um
conhecido mecanismo de escape de parasitas do sistema imune do hospedeiro que
pode ser alvo de vacinas anti-carrapatos.

Proteinas envolvidas em processos hemostaticos também estdo presentes na
saliva de carrapatos. Inibidores contendo dominios Kunitz estdo caracterizados
como inibidores de uma grande gama de serina proteases''® e sua atividade
anticoagulante e vasodilatadora ja estd bem descrita''”.'18119, Especificamente, a
proteina ornithodorin de Ornithodorus moubata apresenta dois dominios Kunitz que
se ligam a trombina bovina'?°, assim como a proteina boophilin identificada na saliva
de R. microplus''. Andlise comparativa entre proteinas inibidoras de serina
proteases com dominio Kunitz expressas em carrapatos Argasidae e Ixodidae
demonstram que estes inibidores nédo sao filogeneticamente relacionados; ao invés
disso, evoluiram distintamente nos dois tipos de carrapato a fim de promover

atividades anti-hemostaticas com mecanismos distintos de ligagdo a trombina e



29

outros fatores de coagulagdo’?. Inibidores de carboxipeptidases também sao
descritos em carrapatos e foram relacionados ao estimulo da fibrindlise, também
afetando as vias hemostaticas do hospedeiro'?3. Estes dados indicam que proteinas
envolvidas na inibicao da coagulagcéo exercem papel essencial para a alimentagao

do carrapato, servindo como um potencial alvo para vacinas.

Serina proteases semelhantes a tripsina

Estas proteinas tem sido descritas na saliva de diversos carrapatos e afetam
processos hemostaticos pela indugado de fibrindlise'%122 ¢, de forma semelhante as
enzimas inibidoras da cascata de coagulagcdo, podem representar uteis alvos

vacinais anti-carrapatos.

Proteinas da familia 8.9 kDa

Proteinas desta familia sdo encontrados em diversos organismos, mas em
carrapatos foram identificadas exclusivamente nos carrapatos Ixodidae'®. Embora a
funcado destas proteinas seja desconhecida, especificamente, a proteina 173030-
F8.9 apresenta em sua estrutura um dominio unico do tipo Von Willebrand tipo C, e
estruturas semelhantes sao expressas em Drosophila melanogaster quando
expostas a infecgdes bacterianas e virais, assim como quando submetidas a
limitagdo nutricional, sugerindo possivel atividade imunologica inata destas

proteinas’?.

Para a maioria das proteinas selecionadas neste trabalho, a expresséao
preferencial ocorria na glandula salivar de machos, sendo algumas exclusivas deste
tecido. De forma interessante, Garcia demonstrou que os transcritos classificados
como proteinas expressas foram mais abundantemente encontrados na glandula
salivar de carrapatos machos do que nas outras fases, especialmente aqueles
referentes a peptideos antimicrobianos, imunossupressores, anti-inflamatérios e anti-
hemostaticos®s. Wang e colaboradores demonstraram que R. appendiculatus fémeas
tem sua ingurgitagdo prejudicada quando alimentadas na companhia de machos em
modelos animais imunizados com IgBPs. Como nesta espécie de carrapato as
proteinas IgBPs sdo exclusivas de machos, sugere-se que, de alguma forma, a
saliva dos carrapatos machos é responsavel, ao menos em parte, pelo sucesso de

alimentagdo das fémeas'®. O fato de carrapatos machos apresentarem grande
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expressao de proteinas relacionadas a alimentagcdo e evasao da resposta imune do
hospedeiro apesar de realizarem alimentagdo rapida sugere que o bloqueio da
atividade saliva de carrapatos machos pode ser uma interessante estratégia para

prejudicar a alimentagédo das fémeas.
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4. Produgao recombinantes dos antigenos secretados de R. microplus

Para obter as proteinas a serem avaliadas como antigenos vacinais, nés
optamos por realizar a produgdo das mesmas através de sistemas de expressao
recombinante. Especificamente, nos escolhemos E. coli como organismo de
expressao, um dos principais sistemas utilizados na produgdo de proteinas
recombinantes, devido a diversos fatores'?: (1) a bactéria apresenta uma cinética
de crescimento rapido, permitindo a amplificacdo rapida do material de interesse e
obtencdo de resultados preliminares em curto prazo quando comparado a outros
sistemas; (2) pode ser cultivada em altas densidades em condi¢cbes especificas sem
prejuizo para o seu metabolismo, produzindo grandes quantidades de proteina em
um menor espaco fisico; (3) o meio de cultivo necessario para seu crescimento ideal
pode ser produzido a partir de componentes de baixo custo e facilmente disponiveis,
0 que torna a produgdo em E. coli mais barata que outros sistemas; (4) a
transformacao bacteriana para insercdo de DNA plasmideal ex6geno é um processo
rapido e facil, tornando esse sistema adequado para a expressdo de diferentes
proteinas em um mesmo mecanismo; (5) grande disponibilidade de plasmideos e
cepas para a expressao otimizada de proteinas de interesse. Considerando estes
fatores, 0 uso de E. coli para expressdo nos permite, com relativo baixo custo,
otimizar a expressao de diferentes antigenos no mesmo sistema de expressao, o
que € importante quando se objetiva a produgcdo de diversos antigenos
concomitantemente. Ainda, nés optamos por adicionar a nossa construcdo uma
cauda de seis histidinas (6xHisTag) para permitir a purificacdo por afinidade a
metais, a fim de tornar o processo de purificacdo mais simples e permitir a obtencao
de proteinas com adequado grau de pureza.

Para tal, n0s realizamos a sintese dos plasmideos recombinantes de
expressdo em E. coli para 17 alvos escolhidos (um dos alvos ja se encontrava
clonado). Como estratégia, nés buscamos definir protocolos padrao de producgéo
que pudessem ser utilizados para os diferentes alvos. Quando os protocolos iniciais
nao foram aplicados com sucesso para a produgdo de alvos especificos, alguns
procedimentos de otimizagdo foram aplicados, e embora apenas alguns resultados

sejam apresentados, eles estarao citados ao longo deste trabalho.
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4.1 Delineamento, sintese e propagacao dos plasmideos

Para a construgdo dos plasmideos para expressdo dos antigenos
recombinantes em Escherichia coli, as sequéncias de aminoacidos das proteinas
deste estudo (que foram obtidas por analise transcriptomica) foram submetidas a
analise in silico para identificacdo das regides de peptideo sinal utilizando-se o
servidor online da ferramenta SignalP 4.1°>. Em seguida essas regides foram
retiradas, uma vez que, in vivo, estas sequéncias sao clivadas e ndo entram em
contato com o hospedeiro, ndo sendo necessaria a indugao de resposta imunoldgica
contra as mesmas. Em seguida, as sequéncias de aminoacidos das proteinas foram
encaminhadas para servigo terceirizado (GenScript) para a constru¢do dos genes
sintéticos e clonagem em vetor de expressao. Para a construgdo dos genes, foi
aplicado algoritmo proprietario para otimizagdo dos codons de expressdo em E. coli
e insercdo de regides flanqueadoras para clonagem. Os genes sintéticos foram
entdo clonados em vetor de expressdo pET28a(+), digerido com as enzimas de
restricdo BamHI e Ndel, gerando configuragao de inser¢ao de 6xHisTag na porgao
n-terminal da sequéncia e a presenca de um sitio de clivagem por trombina entre a
por¢cdo 6xHisTag e a sequéncia da proteina de interesse. Apenas a proteina 239-
MTL, que foi previamente clonada por Maruyama e colaboradores®?, foi inserida em
vetor pET100D-TOPO, que também codifica uma cauda de seis histidinas junto a
porcdo n-terminal da proteina. A sequéncia desta proteina foi modificada para
producéo truncada, conforme previamente descrito por Maruyama®3,

Os plasmideos liofilizados foram ressuspendidos em agua ultrapura,
conforme orientagcdes do fabricante e foram propagados em E. coli TOP10 (Thermo
Fisher) para amplificacdo. Para isso, E. coli TOP10 foi cultivada em meio Luria
Bertani (LB) agar através de esgotamento e cultivada a 37°C/16 h, a fim de se obter
colbnias isoladas para a transformagdo bacteriana. Para a transformacio por
choque térmico, uma coldnia isolada da cepa foi adicionada a 100 uL de solugdo de
CaCl2 100 mM a 4°C contendo 1 pL do plasmideo de expressao (sem prévia
quantificagdo). O choque térmico foi realizado por incubagdo em gelo por 15 min,
seguida de incubagdo em banho-maria a 42°C por 1 minuto e nova incubagdo em
gelo por dois minutos. Imediatamente apds, foi adicionado 500 pL de meio de cultivo

LB caldo e o material foi submetido a incubagdo em agitagao orbital 200 rpm/37 °C.

b Disponivel em http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
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Apods 1 h, o material foi utilizado para inocular 10 mL de meio LB caldo contendo o
antibiotico marcador de selegdo dos plasmideos, canamicina (pET28a(+), 50 ug/mL)
ou ampicilina (pET100, 100 pg/mL) e cultivado em agitagao orbital (200 rpm/37 °C)
por 16 h. O cultivo obtido foi utilizado para extragcdo dos plasmideos propagados
utilizando-se illustra plasmidPrep Spin Kit (GE Life Sciences) seguindo-se as
recomendacgdes do fabricante. Os plasmideos purificados foram armazenados a -

20°C até o uso.

4.2 Determinagdo da expressdao dos antigenos recombinantes em E. coli
através de cultivo em pequena escala

Inicialmente, realizamos um teste de expressdo em pequena escala para
padronizar as condigdes de expressao das proteinas em E. coli Rosetta (DE3). A
cepa foi transformada por choque térmico (conforme ja descrito) utilizando-se os
plasmideos de expressao, adicionando-se o antibidtico marcador de selegdo da
cepa, cloranfenicol (50 ug/mL). O material expandido foi utilizado como pré-inéculo
do teste de expressado. Para a fase efetiva de indugdo, 0,1 mL do pré-indculo foi
utilizado para a inoculagdo de 10 mL de meio LB (adicionado dos antibiéticos de
selecao da bactéria e do plasmideo). O material foi incubado em tubo cénico de 50
mL, em agitagao orbital a 200 rpm/37°C. O crescimento bacteriano foi acompanhado
por espectrofotometria (Asoonm) até que atingisse densidade optica entre 0,6 e 0,8,
quando foi realizada a indugdo da expressao de proteina com isopropyl B-1-D
thyogalactopyranoside (IPTG) 0,5 mM. O cultivo foi mantido em indugdo por 4 h e
depois foi centrifugado (16.000xg/5 min/4°C). A biomassa obtida foi ressuspendida
em 1 mL de PBS (NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, Na2HPO4 10 mM, KH2PO4 1,8 mM, pH
7,4) e uma aliquota de 10 ul foi submetida a eletroforese em gel de poliacrilamida
12% desnaturante (100 V por 1,5 h); o gel foi corado com Coomassie blue ou
submetido a transferéncia de proteinas para membrana de nitrocelulose (90 V por
1,5 h) para realizagdo de Western blot para identificagdo das proteinas
recombinantes no cultivo total através de reatividade das mesmas com anticorpo
anti-histidina. Para tal, a membrana foi bloqueada (solu¢ao de leite em p6 desnatado
5% diluido em PBS) por 2 h a 37°C. Apos trés lavagens com PBS-T (PBS + 0,05%
Tween 20), a membrana foi incubada com anticorpo anti-histidina (Sigma Aldrich,
A7058), diluido 1:50.000 (v/v) em PBS por 1,5 h a 37°C. Apés trés lavagens com
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PBS-T, a reagdo foi revelada utilizando-se solugdo colorimétrica de
tetramethylbenzidine (TMB).

Para grande parte das proteinas, foi possivel observar a presengca de uma
banda proteica com tamanho esperado tanto no gel de SDS-PAGE (figura 1A)
quanto no Western blot (banda reconhecida pelo anticorpo anti-histidina, figura 1B)
(tabela 2). Especificamente para a proteina 197-TSP, nao foi possivel visualizar a
expressdo da proteina em SDS-PAGE, porém a expressao foi confirmada no
Western blot.

Figura 1. Perfil de expressao das proteinas recombinantes.
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Eletroforese em gel de poliacrilamida (15%) corado com azul de Coomassie blue (A e B superior) e
Western blot (A e B inferior) utilizando anticorpo anti-6xHisTag indicando a expressao das proteinas
recombinantes. M: marcador de peso molecular. Coluna lateral: peso molecular (kDa). A: E. coli
Rosetta nao transformada. As setas indicam a posicdo a banda correspondente a proteina
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2819-MLD. 16. 61864-Salp15. 17. 173030-F8.9. 18. 264079-EVA.



Tabela 2. Perfil de expresséo predito das proteinas recombinantes

Identificacao Peso molecular Ponto
predito de expressao* isoelétrico
(kDa) predito*
40-CEM 20,6 9,74
76-lgBP 19,6 9,35
197-TSP 35 9,3
218-Ag5 27,7 10,1
239-MTL 20,5 5,81
244-CEM 17,7 6,74
274-HBP 25,3 8,94
663-MTL 38,7 7,63
795-DEF 15,2 6,47
1735-CPI 13,3 9,36
1756-PI 20,0 8,94
1786-PI 22,4 9,67
2067-NEI 13,6 6,62
2712-DNAse 41,7 9,67
2879-MLD 18,7 6,7
61864-SalpL 25,5 6,92
173030-F8.9 10,4 6,42
264079-EVA 14,2 5,93
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*Predito utilizando-se Expasy ProtParam, disponivel em https://web.expasy.org/protparam/; o peso
molecular predito de expressao: adi¢gdo de cerca de 2 kDa referentes a cauda de histidina + sitio de
clivagem por trombina, co-expressos.

Cabe ressaltar que apesar dos genes codificantes das proteinas terem sofrido

otimizacdo de codons para expressdo em E. coli (algoritmo de otimizagéo

proprietario da empresa GenScript), nds testamos varias cepas de E. coli em busca

de uma melhor expressado. A cepa de E. coli Rosetta (DE3) foi a que forneceu o

maior nivel de expressdo. Outras cepas de E. coli, diferentes tempos de inducéo,

diferentes temperaturas e concentracées de IPTG foram testados, mas nenhuma

das condigdes promoveu aumento na expressao das proteinas em questao (dados

ndo mostrados).
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4.3 Expressao dos antigenos recombinantes

Uma vez confirmada a expressédo das proteinas recombinantes em pequena
escala nas configuragdes de tamanho e reatividade com anticorpo anti-histidina
esperadas, os plasmideos foram novamente transformados em E. coli Rosetta (DE3)
para expressdo em maior escala, conforme ja descrito. No entanto, como ja
haviamos observado que a presencga de antibidticos de selecdo reduzia expressao
de alguns antigenos (dados ndo mostrados), optamos por realizar a produgdo em
larga escala na auséncia de antibidticos. Para melhor selecionar apenas as
bactérias transformadas, realizamos um processo de sele¢cdo dupla do pré-inéculo,
em que o repique foi realizado em dois dias consecutivos na presengca de
antibidticos de selegao. Para a expressdo em larga escala, o pré-inéculo da segunda
selecdo, no volume de 10 mL, foi adicionado a 500 mL de meio LB caldo em frasco
Erlenmeyer de 2 L nas condi¢des de cultivo e indugdo ja descritas no item anterior.
Ao final do cultivo, o material foi centrifugado (10.000xg/15 min/4°C) e a biomassa foi
congelada a -20°C para posterior solubilizagdo. Uma amostra do material foi
submetida a eletroforese em gel de poliacrilamida, transferida para membrana de
nitrocelulose e submetida a técnica de Western blot utilizando anticorpos anti-
histidina, conforme ja descrito, confirmando-se a manutengao da expressao de todas
as proteinas apods a expansao de cultivo, em condi¢des similares aquelas observada

para a expressao em pequena escala.

4.4 Solubilizagcdao das proteinas recombinantes em condicao desnaturante e
nao desnaturante

Uma vez que a manutencdo da estrutura conformacional das proteinas é
importante para a indugcdo da produgcdo de anticorpos ligantes de epitopos
conformacionais, e que a solubilidade apdés a producdo é um indicativo de uma
conformacéo proteica estavel e, possivelmente, semelhante a encontrada in vivo, a
solubilidade das proteinas em condicdo nao-desnaturante foi avaliada. Para tal, a
biomassa produzida apdés a expressao em larga escala foi ressuspendida em
tampao de solubilizagdo (Na2HP04 20 mM, NaCl 500 mM, imidazol 5 mM, pH 7,4) na
propor¢ao 10 mL tampado/g de biomassa, e submetida a procedimento de lise
enzimatica através de incubagdo com lisozima (100 pg/mL) por 30 min/25°C,
seguida de lise mecanica por sonicag¢ao (60% de intensidade, 15 pulsos de 15 s com

intervalos de 15 s) e agitac&o orbital a 4°C/16 h. Apés, o sobrenadante foi separado
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da biomassa insoluvel por centrifugagcédo (16.000xg/1,5 h/4°C) e a solubilidade das
proteinas recombinantes foi avaliada apos eletroforese em gel de poliacrilamida e
transferéncia das proteinas para membrana de nitrocelulose, que foi submetida a
Western blot usando anticorpos anti-histidina, conforme descrito.

Utilizando-se este procedimento, apenas as proteinas 2067-NEIl e 173030-
F8.9 apresentaram solubilidade nestas condi¢des (figura 2). As demais proteinas
apresentaram baixa ou nenhuma solubilidade nas condi¢cdes testadas. Buscando-se
obter uma estrutura soluvel, diversos protocolos de solubilizacdo nao-desnaturante,
incluindo variagbées de pH do tampéo fosfato, adigdo de detergentes (Triton X-100;
N-lauroysarcozine), alteragdo nas configuragdes da lise mecanica, alteragdo de
temperatura e periodo de expresséo (37°C/4 h; 28°C/ 16 h), expressdo em E. coli
Arctic Express (Agilent) (13°C/16 h ou 4 h) foram testadas, sem sucesso.

Aplicamos, entdo, um protocolo de solubilizagdo desnaturante com tampéo
fosfato contendo ureia. Para tal, os mesmos procedimentos iniciais de solubilizagao
foram aplicados. No entanto, apés a lise mecanica, o material foi centrifugado
(10.000xg/10 min /4°C) e a biomassa insoluvel foi lavada trés vezes com PBS +
Triton-X-100 0,1%. ApoOs as lavagens, o material foi ressuspendido em tampéao de
solubilizagdo contendo ureia 6 M e mantido em agitagao orbital a 4°C/16 h. Apds, o
sobrenadante foi clarificado por centrifugagao (16.000xg/1,5 h/4°C) e a solubilidade
das proteinas foi avaliada por eletroforese em gel de poliacrilamida seguida por
Western blot empregando anticorpos anti-histidina. A partir deste procedimento foi

possivel observar que todas as proteinas se tornaram soluveis (figura 2).
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Figura 2. Perfil de solubilizacdo das proteinas recombinantes 173030-F8.9 e
264079-EVA.
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Presenca das proteinas recombinantes 173030-F8.9 (A, B) ou 264079-EVA (C, D) no cultivo celular
expresso pré-tratamento (C), ou no sobrenadante apds solubilizagdo sem desnaturante (S), apods
solubilizacdo com 6M de uréia (U) ou proteina residual insoluvel (), verificada através de eletroforese
em gel de poliacrilamida corado com Coomassie blue (A, C) ou submetido a Western blot com
anticorpo anti-histidina (B, D). A seta indica a posi¢ao da proteina expressa.

4.5 Purificagao das proteinas solubilizadas por cromatografia de afinidade ao
niquel

Uma vez que as proteinas foram expressas contendo uma cauda de seis
histidinas, as mesmas foram purificadas por cromatografia de afinidade ao niquel.
Para tal, o conteudo soluvel obtido a partir de cultivo em larga escala (em condi¢ao
desnaturante ou ndo) foi clarificado utilizando-se filtragdo sequencial em membranas
de nylon 0,8 e 0,45 um. O material clarificado foi submetido a purificagdo em coluna
de cromatografia com niquel HisTrap (GE Healthcare Life Sciences) utilizando-se
sistema de purificacdo Akta Start (GE Healthcare Life Sciences). A coluna com a
proteina ligada foi lavada com 20 volumes de solugéo de solubilizagdo contendo ou
nao ureia; e a proteina foi eluida da coluna utilizando-se tampao de solubilizagcéo
contendo ou ndo ureia acrescido de imidazol 500 mM. A eluigdo com gradiente de
imidazol foi testada, porém nao houve acréscimo significativo de pureza, motivo pelo
qual o método isocratico de eluicao foi padronizado. A qualidade da purificagao das
amostras foi avaliada por eletroforese em gel de poliacrilamida.

Como resultado, as proteinas 40-CEM, 218-AG5; 239-MTL, 244-CEM, 795-
DEF, 1753-CPI, 2067-NEI, 2879-MLD, 173030-F8.9, 264079-EVA, 61864-SalpL e
197-TSP foram purificadas com sucesso, com rendimento e pureza suficientes,

conforme exemplificado para a proteina 239-MTL (Figura 3). As proteinas 76-1gBP,
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274-HBP, 663-MTL, 1786-Pl, 1756-Pl e 2712-DNAse apresentaram baixo
rendimento e/ou evidéncias de degradacdo durante a purificagdo, mesmo apdés
tentativa de purificacdo utilizando-se coluna de cobalto, conforme exemplificado para
a proteina 274-HBP (Figura 2). Nés optamos, entdo, por continuar trabalhando

apenas com as proteinas que foram purificadas com sucesso.

Figura 3. Perfil de purificacdo da proteina recombinante 239-MTL.
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Purificagdo em cromatografia de afinidade ao niquel da proteina recombinante 239-MTL solavel em
tampé&o contendo ureia 6 M. A) Gel de poliacrilaminda 15% corado com Coomassie blue. Colunas:
eluicdo seriada da proteina da coluna com tampao contendo 500 mM de imidazol. B) Cromatograma
da purificagdo. A seta indica a localizagdo predita da proteina recombinante em conformacgao
monomérica.

Figura 4. Perfil de purificacdo da proteina recombinante 274-HBP.
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Purificagdo em cromatografia de afinidade ao niquel da proteina recombinante 274-HBP soluvel em
tampé&o contendo ureia 6M. A) Gel de poliacrilaminda 15% corado com Coomassie blue. Colunas:
eluicdo seriada da proteina da coluna com tampao contendo 500 mM de imidazol. B) Cromatograma
da purificagdo. A seta indica a localizagao predita da proteina recombinante em conformacéao
monomeérica.



40

4.6 Dialise e concentragao

Apo6s a purificagdo, a concentracdo das proteinas foi determinada pelo
método BCA (BCA Protein Assay Kit, Pierce) e a concentragao foi ajustada para 250
Mg/mL para didlise. As proteinas 2067-NEI e 173030-F8.9 foram submetidas a
dialise rapida em membrana de celulose com poro de 3,5 kDa imersa em PBS na
propor¢cao 1 mL de proteina/100 mL de PBS, mantida a 4°C em agitagao por 16 h.
As demais proteinas foram submetidas a dialise lenta para redobramento em
membrana de celulose durante sete dias a 4°C sob agitacdo, conforme descrito
anteriormente, porém com troca gradual e progressiva do tampé&o contendo ureia por
PBS, com redugéo programada de 0,25 M de ureia a cada troca, realizada a cada 8
h, até a diluicdo maxima da ureia na ultima troca completa por PBS. As proteinas
dialisadas foram centrifugadas e filtradas para a retirada de precipitados e o
conteudo soluvel foi concentrado em nova membrana de celulose recoberta com
acucar cristal, até reducao do volume para cerca de um quarto do volume inicial.

A quantificacdo de proteinas foi realizada para acompanhamento apds a
dialise e apds a concentracdo. Neste processo, dentre as proteinas purificadas com
sucesso, as proteinas 61864-Salp15, 40-CEM e 197-TSP sofreram precipitagao
completa na dialise, ndo havendo proteina soluvel ao final. Para estas proteinas, o
processo de dialise foi testado e ajustado multiplas vezes, sem sucesso. Ndo houve
perda significativa das demais proteinas durante o processo de concentragdo. A
tabela 3 resume os resultados obtidos em cada etapa para cada proteina. Ao fim
deste processo, encontravam-se aptas para utilizacdo em experimentos de
vacinagédo as proteinas 218-AG5; 239-MTL, 244-CEM, 795-DEF, 1735-CPI, 2067-
NEI, 2879-MLD, 173030-F8.9 e 264079-EVA (figura 5).
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Tabela 3. Perfil da producédo de proteinas em larga escala, com detalhamento dos

resultados obtidos para cada etapa da producao.

Identificagao Condigao de Rendimento Rendimento Uso
solubilidade da apos dialise
purificagao
40-CEM Desnaturante 1-3 mg/L Nulo Nao
76-lgBP Desnaturante < 500 ug/L NR Nao
197-TSP Desnaturante < 500 ug/L Nulo Nao
218-Ag5 Desnaturante 1-3 mg/L 1-3 mg/L Sim
239-MTL Desnaturante >3 mg/L >3 mg/L Sim
244-CEM Desnaturante 1-3 mg/L 1-3 mg/L Sim
274-HBP Desnaturante Sem sucesso NR N&o
663-MTL Desnaturante < 500 ug/L NR Nao
795-DEF Desnaturante >3 mg/L >3 mg/L Sim
1735-CPI Desnaturante < 500 ug/L 1-3 mg/L Sim
1756-PI Desnaturante < 500 ug/L NR Nao
1786-PI Desnaturante Sem sucesso NR N&o
2067-NEI Soluvel >3 mg/L >3 mg/L Sim
2712-DNAse Desnaturante Sem sucesso NR N&o
2879-MLD Desnaturante >3 mg/L >3 mg/L Sim
61864-SalpL Desnaturante < 500 ug/L Nulo Nao
173030-F8.9 Soluvel >3 mg/L >3 mg/L Sim
264079-EVA Desnaturante >3 mg/L >3 mg/L Sim

NR: ndo avaliado.
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Figura 5. Gel de poliacrilamida (A) e Western blot (B) com anticorpo anti-histidina

das proteinas concentradas.
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Proteinas purificadas. A) Eletroforese em gel de poliacrilamida demonstrando o perfil eletroforético
das proteinas purificadas apds a concentragdo — proteinas prontas para uso. B) Western blot
utilizando-se detec¢cdo com anticorpo anti-histidina (1:50.000) para detec¢do da cauda de histidinas,
confirmando a natureza recombinante das proteinas purificadas. M: marcador de peso molecular
(kDa). 1) 218-AG5 (27,7 kDa); 239-MTL (20,5 kDa); 3) 795-DEF (15,2 kDa); 4) 1735-CPI (13,3 kDa);
5) 2067-NEI (13,6 kDa); 6) 2879-MLD (18,7 kDa); 7) 173030-F8.9 (10,4 kDa); 8) 264079-EVA (14,2
kDa); 9) 244-CEM (17,7 kDa).
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5 Protecao anti-carrapatos R. microplus conferida pela imunizagao de bovinos
com os antigenos recombinantes

Para avaliar a atividade protetora anti-carrapatos R. microplus de nossos
antigenos recombinantes, realizamos dois ensaios de imunizagdo em bovinos que
serdo descritos ao longo desta segédo. Os ensaios foram realizados em periodos
distintos, e serdo descritos na ordem de execucgao. Os procedimentos comuns para

ambos 0s ensaios serao detalhados a seguir.

5.1 Animais e procedimentos experimentais
5.1.1 Animais e estrutura experimental

Os experimentos foram desenvolvidos no Centro Experimental Nowavet Agro
(CENA) — Nowavet LTDA Pesquisa Clinica em Medicina Veterinaria, localizado na
zona rural do municipio de Coimbra-MG, proximo de Vigosa-MG e foram financiados
pela Bayer Saude Animal. Para ambos os ensaios, foram utilizados bovinos machos
nao castrados da raca Holandesa, de 12 meses de idade, identificados por brincos
numerados. Os animais receberam acompanhamento veterinario e zootécnico ao
longo de todo o experimento, sob responsabilidade do CENA. Apenas foram
incluidos no ensaio animais de escore corporal entre 3-4 e sem sinais clinicos de
doenca. Os animais passaram por exames clinicos e laboratoriais periodicos,
concentrados principalmente antes e apds cada imunizacdo e infestagdes com
carrapatos.

Durante as etapas de imunizagdo, os animais foram mantidos em curral
experimental de piso concretado. Ja durante as infestagbes com carrapatos, os
animais foram mantidos em baias individuais de 8m? com sistema de esgoto
independente, em prédio com telhado vedado e janelas teladas. As baias
apresentavam piso vazado de forma a permitir a coleta de teledginas. Os oficios de
aprovacdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais para realizagdo das atividades

experimentais podem ser consultados no Anexo |.

5.1.2 Infestacao experimental
Em ambos os experimentos, foram realizados procedimentos de infestacéo
experimental de bovinos com larvas de carrapatos R. microplus com idade entre 7 e

21 dias, provenientes da colonia mantida no CENA. Embora o numero de larvas
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aplicadas tenha variado entre os experimentos, o procedimento de infestagao foi
padronizado e sera descrito a seguir.

Para as infestacdes, os bovinos foram imobilizados com cabresto para evitar
lambeduras e tiveram a cauda amarrada a fim de evitar chicoteamento. Estas
condicdes foram mantidas por 3 h apds a infestagdo. As larvas de carrapatos R.
microplus foram aplicadas nas regides do pescoco, regiao lombar e escroto. Apés as
infestacdes, os animais foram mantidos no isolamento de bovinos do CENA, sendo
alocado um animal por baia. As baias eram ripadas, com piso vazado para
recuperacéo das teledginas, continham bebedouro e cocho para alimentagdo e eram
limpadas diariamente. Os animais permaneceram no isolamento até que néao

houvesse mais a liberagao de teledginas.

5.1.3 Coleta de teledéginas e avaliacdo dos parametros biolégicos e
reprodutivos dos carrapatos

As teledginas naturalmente desprendidas dos bovinos foram coletadas
diariamente durante toda a infestagdo. Para tal, as baias foram lavadas com agua
sob presséao e todo o conteudo sdlido foi coletado na saida do sistema de esgoto. As
fémeas foram manualmente separadas do residuo, lavadas, secas e contadas. Do
total de fémeas recuperadas, 25% das fémeas de cada animal foram aleatoriamente
coletadas e pesadas em balanca analitica com precisdo de trés casas decimais.
Estas fémeas foram acondicionadas em placas individuais e incubadas (estufa
B.O.D., 28°C, 80% de umidade) para avaliagdo da postura 20 dias apos a coleta. A
massa de ovos de cada fémea foi pesada, e os ovos do mesmo grupo foram
agrupados em aliquotas de 0,5 g acondicionados em tubos tampados com chumaco
de algodéao e incubados em estufa por 26 dias, quando foi realizada a pesagem das
larvas. Os valores individuais foram anotados em formularios especificos e utilizados

para os calculos de eficacia vacinal.
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5.1.4 Determinacgao da eficacia vacinal
A eficacia vacinal (EV) foi determinada de acordo com a formula'?’:

EV =100 [1 - (NTV/NTC) (WTV/WTC) (PATV/PATC) (PPLOV/PPLOC)]

Onde: NTV = numero total de fémeas ingurgitadas no grupo imunizado; NTC =
numero total de fémeas ingurgitadas no grupo controle; WTV: peso médio das
fémeas ingurgitadas no grupo imunizado; WTC: peso médio das fémeas
ingurgitadas no grupo controle; PATV = peso médio dos ovos no grupo imunizado;
PATC: peso médio dos ovos no grupo controle; PPLOV: peso médio das larvas/mg
de ovos no grupo imunizado; PPLOC: peso médio das larvas/mg de ovos no grupo
controle.

Os valores médios dos parametros biologicos e reprodutivos dos carrapatos
coletados durante a infestagcdo experimental foram comparados utilizando-se teste U
de Mann-Whitney em GraphPad Prism 6.0 para verificacdo de significancia

estatistica.

5.1.5 Determinacao da soroconversao de IgG antigeno-especifico

A soroconversao antigeno-especifica de IgG foi determinada através de
ELISA indireto utilizando-se soros dos animais dos grupos experimentais. Para tal,
placas de poliestireno com alta capacidade de ligacdo de proteinas (MaxiSorp,
Nunc) foram sensibilizadas com 100 ng/pogo (100 pL, 1 pg/mL) de proteina
recombinante diluida em tampao carbonato-bicarbonato (Na2CO3z 15 mM, NaHCO3
35 mM, pH 9,4) por 16 h/4°C. As placas foram lavadas 3 vezes com PBS-T,
incubadas com PBS + leite em pdé desnatado a 5% (200 ulL/pogo) (solugdo de
bloqueio) por 2 h a temperatura ambiente e lavadas novamente. Os soros dos
animais foram diluidos 1:1000 em solugédo de bloqueio e aplicados nas placas (100
ML/pogo), mantidas em incubagao por 3 h a temperatura ambiente. As placas fora
novamente lavadas e incubadas por 2h a temperatura ambiente com anticorpo
secundario anti-lgG bovino conjugado com peroxidase (Biorad AA123P, 1:100.000,
100 pL/pocgo) diluido em PBS. Apo6s nova lavagem, a reacgao foi revelada com 100 pL
de solucao de revelagdao de TMB e, apds 15 minutos, a reacgao foi finalizada com 50
ML de uma solucdo de H2SOs4 a 3%. A reagdo foi determinada usando um

espectrofotbmetro a 450 nm (Multiskan GO, Thermo Fisher). As reac¢des foram
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realizadas em triplicata, de modo individual para cada animal, e a diluicdo dos soros
dos animais e anticorpo secundarios foi determinada apds ensaios de padronizagéo.
A comparacao de médias foi realizada utilizando-se os valores de densidade optica
de cada grupo para cada proteina em um mesmo dia experimental. Analise
estatistica foi realizada através de teste U de Mann-Whitney em GraphPad Prism
6.0.

5.2 Avaliacao da atividade protetora anti-carrapatos R. microplus e inducao de
resposta humoral em bovinos inoculados com oito proteinas recombinantes
adjuvantadas com Montanide Gel 01 (Seppic)

Para avaliar a eficacia vacinal dos antigenos recombinantes produzidos, em
nosso primeiro teste, as proteinas recombinantes 218-AG5; 239-MTL, 795-DEF,
1753-CPI, 2067-NEI, 2879-MLD, 173030-F8.9 e 264079-EVA foram utilizadas em
conjunto para imunizar bovinos, que foram posteriormente submetidos a infestagéo
experimental com carrapatos R. microplus. O antigeno 244-CEM ainda n&o havia
sido purificado em quantidade suficiente no momento marcado para o inicio deste
ensaio, e por isso ndo foi incluido no mesmo. O calendario resumido do estudo pode
ser consultado na tabela 4, que descreve os dias experimentais em que cada uma
das atividades ocorreu. O calendario completo de atividades e coleta de materiais

realizados neste estudo pode ser consultado no Apéndice |.
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Tabela 4. Atividades do estudo de teste de eficacia vacinal anti-carrapatos em
bovinos utilizando oito antigenos recombinantes associados a Montanide Gel 01

(Seppic).

Dia experimental Atividade

-50 Inicio da infestagao pré-vacinacao — aplicagao das larvas
-20 Final da infestacdo pré-vacinagcdo - coleta da Uultima
teledgina
0 Coleta de sangue, 12 Imunizacéo
28 22 Imunizagao
59 32 Imunizagao
71 Coleta de sangue
75 Infestacdo — 12 aplicagao de larvas
76 Infestacéo — 22 aplicagao de larvas
77 Infestacdo — 32 aplicagao de larvas
84 Coleta de sangue
97 Inicio da coleta de teledginas
104 Coleta de sangue
109 Final da coleta de teledginas
117 Inicio da pesagem de ovos
129 Final da pesagem de ovos
142 Inicio da pesagem de larvas
150 Final da pesagem de larvas

5.2.1 Infestagao com carrapatos pré-vacinagao para alocagao dos animais nos
grupos experimentais

Embora tenhamos utilizado bovinos de raca suscetivel, os niveis de
infestac&o individuais podem apresentar grande variagdo, o que torna necessaria a
composic¢ao dirigida dos grupos de estudo para avaliagao efetiva da eficacia vacinal.
Para alocacdo dirigida dos grupos experimentais (seis animais por grupo), 0s
animais foram submetidos a uma infestagao controlada com carrapatos R. microplus
antes da imunizacdo, onde receberam uma aplicagdo diaria de 2.500 larvas do
carrapato durante trés dias seguidos, totalizando 7.500 larvas na infestagéo. Ao final
da infestacao, os animais tiveram os carrapatos adultos contados, a fim de definir a
carga parasitaria e nivel de susceptibilidade/resisténcia a infestagdo de cada animal.

Por fim, os animais foram organizados em ordem de susceptibilidade de forma
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pareada, garantindo uma distribuicdo homogénea dos animais resistentes e
suscetiveis dentre os grupos experimentais (Figura 6). Apds o fim das contagens, os

animais foram tratados com carrapaticida para o inicio do estudo.

Figura 6. Sistema de distribuicdo dos animais nos grupos experimentais apos
infestacao artificial por carrapatos R. microplus seguida de pareamento por nivel de

susceptibilidade/resisténcia a infestagao.
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5.2.2 Preparacgao das formulagcdes vacinais e imunizagao dos animais

Para o preparo dos inéculos, no dia anterior as imunizagdes, as proteinas
recombinantes foram diluidas em tampédo PBS estéril e adjuvantadas com
Montanide Gel 01 (Seppic) conforme instru¢gées do fabricante. Os in6culos contendo
proteina + adjuvante foram mantidos em agitagao orbital (200 rpom/TA/10 min) para
completa homogeinizagdo e entdo armazenados a 4°C até o uso. Foram preparados
8 indculos, um para cada proteina, contendo 50 pg/mL de proteina recombinante e
adjuvante na concentragao final de 5%, além de um indculo extra, contendo apenas
PBS e adjuvante na concentragédo de 5%, o qual foi aplicado no grupo controle.

Para a imunizagdo, os animais do grupo imunizado receberam 1 mL de cada
um dos indculos individuais, por via subcutdnea, em oito sitios diferentes de

aplicacao (figura 7). Os animais do grupo controle receberam 8 imunizagbes com
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PBS + adjuvante nos mesmos sitios indicados na figura 7. Os animais foram
imunizados trés vezes, nos dias 0, 28 e 59 do estudo.

Figura 7. Sitios de aplicagao dos oito indculos avaliados.
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Sitios de inoculagéo das formulagdes individuais contendo os antigenos recombinantes. O
circulo vermelho indica o local anatémico da inoculagao, enquanto o numero interior indica a
formulagao aplicada.

5.2.3 Infestacao-desafio dos animais experimentais com carrapatos R.
microplus

Apo6s 16 dias da ultima imunizagdo, os animais foram submetidos a uma
infestacao-desafio com carrapatos R. microplus. Para isso, os animais foram
infestados com 2.500 larvas de -carrapatos/dia, em trés dias consecutivos,
totalizando 7.500 larvas/bovino. Durante todo o periodo de infestacdo-desafio, os
animais foram mantidos nas baias isoladas. A infestacdo foi acompanhada
diariamente, o as teledginas que se desprenderam espontaneamente foram
coletadas e utilizadas para a avaliagdo dos parametros biolégicos e reprodutivos

com objetivo de determinar a eficacia vacinal.

5.2.4 Coleta de sangue e avaliagao da soroconversdo de IgG antigeno-
especifica

A fim de determinar a soroconversao antigeno especifica dos animais, soros
foram obtidos a partir da coleta de sangue da veia jugular nos periodos pré-
imunizagao (dia 0), apds a terceira imunizagdo (dia 71), durante a infestagao
experimental (dia 84) e nos dias finais da coleta de carrapatos ingurgitados (dia

104). A soroconversao de IgG antigeno-especifica foi avaliada por ELISA indireto e a
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comparagado de médias entre grupos foi realizada utilizando-se teste U de Mann-
Whitney, conforme descrito anteriormente.

Conforme pode ser observado na figura 8, foi detectada soroconversao de
IgG para os antigenos 239-MTL, 795-DEF, 1735-CPIl, 2067-NEIl, 2879-MLD e
173030-F8.9 apds a terceira imunizagdo; para estes antigenos, a diferengca de
anticorpos foi significativamente distinta entre os grupos controle e imunizado treze
dias apés a ultima imunizagao (dia 71). No entanto, ndo foi detectada soroconverséao
de IgG em qualquer momento experimental para os antigenos 218-Ag5, 1735-CPI e
264079-EVA. Apds os animais serem submetidos a infestacdo com carrapatos R.
microplus, observa-se uma queda sistematica na deteccdo de anticorpos nove dias
apos o inicio da infestacdo (D84), quando ha presenca de larvas e ninfas; esta
gueda de anticorpos é revertida para a maioria dos antigenos apés 29 dias do inicio
da infestagdo (D104), quando ocorre a presenga de carrapatos adultos.

N&o é possivel determinar se a queda de IgG antigeno-especifica apos a
terceira imunizagao até o periodo de infestacdo foi um efeito cinético da curva de
anticorpos que independeu da ocorréncia de infestagao ou se existe algum processo
de imunomodulagdo promovido pela infestagdo em sua fase inicial. O aumento de
anticorpos de forma significativa para alguns antigenos na fase tardia da infestacéo,
por sua vez, pode estar relacionado ao maior desafio antigénico promovido pela
infestacéo por carrapatos adultos. A presenca de quantidade suficiente de antigenos
salivares foi capaz de estimular a resposta imunoldégica de meméria que havia sido
induzida durante as imunizacdes, que neste momento responde com a elevagao dos
anticorpos especificos circulantes. Esse efeito foi observado mesmo para o antigeno
que foi significativamente mais abundante nas glandulas salivares de ninfas, 2067-
NEI. Cinética semelhante foi observada por Mallon e colaboradores'®, em que a
infestagdo por carrapatos promoveu aumento nos niveis de anticorpos contra o
antigeno PO, utilizado para imunizacdo e também encontrado na saliva dos
carrapatos®®. No entanto, é necessario o acompanhamento mais detalhado da
cinética de anticorpos especificos ao longo da infestagdo para determinar se o
aumento de resposta humoral esta relacionado, de fato, a infestagao por carrapatos
na fase adulta. Infelizmente, 0 manejo diario dos animais necessario para as coletas
de sangue em menor intervalo pode prejudicar o adequado desenvolvimento da

infestacao e, com isso, as avaliacdes de eficacia vacinal.
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Em relagdo a auséncia de soroconversdo para os antigenos 218-Ag5, 1735-
CPI e 264079-EVA, quando utilizados para imunizar caes (resultados no capitulo 6)
e galinhas (dados ndo mostrados), estes antigenos foram capazes de estimular a
producao de anticorpos especificos. Em ambos os casos, porém, foram utilizados
outros adjuvantes (sais de aluminio em cées e adjuvante de Freund em galinhas).
De forma semelhante, o uso destes antigenos adjuvantados com sais de aluminio
em outro estudo de imunizacdo de bovinos foi capaz de estimular anticorpos
especificos (resultados do préximo item). Sendo assim, ndo parece plausivel que a
auséncia de inducdo de anticorpos neste experimento seja devido a instabilidade
dos antigenos ou mesmo a baixa imunogenicidade dos mesmos, visto que os lotes
de proteina utilizados para ambos os experimentos foram os mesmos. O adjuvante
Montanide Gel 01 (Seppic) é um adjuvante aquoso formado por um polimero
sintético de poliacrilato de sédio com capacidade adsortiva, e tem sido testado com
sucesso para a indugcdo de anticorpos neutralizantes do virus influenza em
galinhas'®, bem como é capaz de induzir anticorpos ativadores do sistema
Jcomplemento em suinos’°. Porém, quando utilizado para adjuvantagdo de Bm86,
este adjuvante foi menos eficiente para gerar anticorpos em bovinos do que
formulagbes a base de 6leo®', bem como menos eficiente do que outros adjuvantes
em proteger cabras da infecgdo por M. agalactiae utilizando os mesmos
antigenos'?. Assim como para outros adjuvantes, a capacidade de indugdo de
resposta imunoldgica por este composto parece ser influenciada por diversos
fatores, incluindo variagdes de antigeno e espécie. E possivel, portanto, que alguma
incompatibilidade entre os antigenos e o adjuvante utilizado seja responsavel pelos
resultados obtidos, porém ndés nao temos dados que suportem ou refutem esta

hipbtese.
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Figura 8. Soroconversao de IgG antigeno-especifica dos bovinos imunizados com oito antigenos recombinantes associados a

Montanide
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Deteccao de IgG sérica bovina antigeno-especifica por ELISA. Placa sensibilizada com 100 ng/pogo da proteina recombinante indicadas. Soros dos animais
dos grupos controle e imunizado em diferentes tempos experimentais foram usados como anticorpo primario (1:1000). Anticorpo anti IgG bovino-HRP
(1:100.000) foi utilizado para detecgéo. O teste foi realizado em triplicata. Valores em Y representam média + SD da reacéo lida a 450 nm apéds revelagcao
com TMB. Valores no eixo X representam os dias experimentais, sendo que os dias 0, 28 e 59 compreendem os dias das imunizagdes (linha tracejada);
infestacdo no dia 75 (linha pontilhada); ponto de coleta durante a infestagcéo (dia 84); e ultimo ponto de recuperagao das teledginas (dia 104). A-H) Resultado

para cada antigeno individual. A comparagao estatistica de médias foi realizada utilizando-se teste U de Mann-Whitney em GraphPad Prism 6.0; * p<0,05 e
*k p<0,01 .
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5.2.5 Parametros bioldgicos e reprodutivos dos carrapatos apos infestagao-
desafio

Para determinar a eficacia vacinal, os bovinos dos grupos imunizado e
controle foram submetidos a uma infestacdo-desafio com carrapatos R. microplus 16
dias apos a terceira imunizagdo. Foram contabilizadas todas as teledginas
desprendidas de cada animal; o desprendimento iniciou-se no 22° dia (dia 97) apos
a infestacdo e seguiu-se até o 34° dia ap6s a infestagcdo (dia 109). Do total de
teledginas desprendidas por animal, 25% foram coletadas, pesadas e mantidas em
incubagé&o para avaliagdo da ovipostura e eclodibilidade das larvas.

O numero de teledginas recuperadas em um desafio com carrapatos pos-
vacinagao € um dos principais fatores a ser considerado para a determinagao da
eficacia vacinal anti-carrapatos, visto que comumente é o mais afetado’3. No
entanto, apesar da soroconversdo observada, nés obtivemos um numero maior de
carrapatos recuperados no grupo imunizado (figura 9A e B, tabela 5). Houve uma
pequena redugao de 4% no peso médio das teledginas recuperadas do grupo
imunizado (figura 9C), bem como reducdo de 5% no peso médio da ovipostura
(figura 9D) e de 15% no peso das larvas eclodidas (figura 9E), nosso resultado mais
expressivo. A eficacia vacinal determinada para esta formulagdo contendo oito
antigenos recombinantes adjuvantados com Montanide Gel 01(Seppic) foi de 22%
(tabela 5), tendo sido, portanto, pouco eficiente em proteger os bovinos das

infestagbes por carrapatos R. microplus.
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Figura 9. Parametros bioldgicos e reprodutivos dos carrapatos R. microplus

alimentados nos bovinos experimentais.
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grupo; cada ponto representa o peso das larvas eclodidas por aliquota de 1 g de ovos.
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Tabela 5. Parametros bioldgicos e reprodutivos dos carrapatos R. microplus e
eficacia vacinal da formulacdo anti-carrapatos contendo oito proteinas

recombinantes adjuvantadas com Montanide Gel 01.

Parametros Grupo p***

Controle Imunizado (TR%*)

Numero total de fémeas ingurgitadas 1.023 1.671 (-60%) 0,238
Peso médio das fémeas ingurgitadas 257151 247151 (4%) 0,675
(mg)™

Peso médio da massa de ovos/grupo 1641105 156+101 (5%) 0,571

(mg)™
Peso médio das larvas/grupo (mg de 367+116 315198 (15%) N.A.
larvas/g de ovos)**

Eficacia vacinal = 22%
EV = 100[1 - (1)(247/257)(156/164)(153/178)]

*TR: taxa de redugéo do parametro no grupo imunizado em relagdo ao controle, calculado
através da formula: 100 X [1-(valor no grupo vacinado/valor no grupo controle)]; quando o
valor retornado € negativo, o percentual é considerado 0 (valor nao multiplicado ou 1);
**Média + SD. *** Comparativo de médias entre grupos utilizando teste U de Mann-Whitney.
N.A.: ndo avaliado, amostras tratadas em pool.

5.3 Protecdo anti-carrapatos R. microplus conferida pela imunizagao de
bovinos com nove proteinas recombinantes adjuvantadas com sais de
aluminio

Um novo ensaio clinico com imunizacado de bovinos foi realizado para avaliar
a eficacia vacinal dos antigenos recombinantes produzidos, onde as proteinas
recombinantes 218-AG5, 239-MTL, 795-DEF, 1735-CPI, 2067-NEI, 2879-MLD,
173030-F8.9, 264079-EVA e 244-CEM foram utilizadas em conjunto para imunizar
bovinos, que foram posteriormente submetidos a infestacdo experimental com
carrapatos R. microplus. Em relagdo ao primeiro experimento, trés pontos principais
foram alterados: 1) inclusdo do antigeno 244-CEM no conjunto de proteinas
vacinais; 2) adjuvantagdo dos antigenos com sais de aluminio; e 3) realizagao de
duas infestacdes experimentais para determinar eficacia. O calendario resumido do
estudo pode ser consultado na tabela 6, que descreve os dias experimentais em que

cada uma das atividades descritas a seguir foi realizada. O calendario completo de
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atividades e coleta de materiais realizados neste estudo pode ser consultado no

Apéndice |.

Tabela 6. Dias experimentais e atividades do estudo | de imunizagao de bovinos.

Dia Experimental

Atividade

-3 a-1
0
28
56
70
[ 84
86
88
91
93
95
— 102
109
123
133
147
149
173

12
Infestacao

160
162
181
187
- 201
210
224
226
249

2a
Infestacdo

Contagem de teledginas para randomizagao
Coleta de sangue, 12 imunizagao

22 imunizacao

3% imunizagao

Coleta de sangue

Coleta de sangue, infestagdo — 12 aplicagao
Infestacado — 22 aplicacao

Infestacdo — 32 aplicacao

Infestacado — 42 aplicacao

Infestacdo — 52 aplicacao

Infestacdo — 62 aplicacao

Coleta de sangue

Inicio da coleta de teledginas

Inicio da pesagem de ovos

Final da coleta de teledginas

Final da pesagem de ovos

Inicio da pesagem de larvas

Final da pesagem de larvas

Coleta de sangue, infestagdo — 12 aplicagao
Infestacdo — 22 aplicacao

Coleta de sangue

Inicio da coleta de teledginas

Inicio da pesagem dos ovos

Final da contagem de teledginas

Final da pesagem dos ovos

Inicio da pesagem das larvas

Final da pesagem das larvas
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5.3.1 Infestacdo com carrapatos pré-vacinagao e alocagao dos animais nos
grupos experimentais

Para alocacgao dirigida dos grupos experimentais, os animais foram avaliados
quanto a infestagao natural por carrapatos, uma vez que se encontravam infestados
no periodo determinado para a infestacdo experimental. Os animais foram
estabulados e as teledginas da infestagdo natural foram coletados por trés dias
consecutivos e contabilizados para determinar o nivel de susceptibilidade/resisténcia
a infestacdo de cada animal. Por fim, os animais foram organizados em ordem de
susceptibilidade de forma pareada, de forma a garantir uma distribuicdo homogénea
dos animais resistentes e suscetiveis dentre os grupos experimentais (figura 10).
Apods o final das contagens, os animais foram tratados com carrapaticida para o

inicio do estudo.

Figura 10. Sistema de distribuicdo dos animais nos grupos experimentais apods

pareamento por nivel de susceptibilidade/resisténcia a infestagcao por carrapatos.

1. Infestacéo 2. Defini¢ao da carga 3. Delineamento dos
experimental parasitaria Grupos experimentais
Identificagdo Carga Pareamento dos animais e divisdo
do animal parasitdria dos grupos experimentais
8 368 Controle Vacinado
14 542 130 200
54 518 - 156 153
121 823 8 1631
130 131 54 301
132 822 14 132
133 965 133 121
153 307
156 278
200 106
801 388
1631 357

Esquema de alocagdo dos bovinos nos grupos experimentais a partir da avaliagdo da carga
parasitaria pré-imunizagao.
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5.3.2 Preparacgao das formulacdes vacinais e imunizagao dos animais

Para o preparo dos inéculos, no dia anterior as imunizagdes, as proteinas
recombinantes foram diluidas em tampao PBS estéril e adjuvantadas com sais de
aluminio. Para as proteinas 218-Ag5 e 1735-CPI, que apresentam ponto isoelétrico
predito basico (tabela 2), foi realizada adsor¢do com fosfato de aluminio (Adju-
Phos®, Brenntag). Para as demais proteinas, que apresentam ponto isoelétrico
predito negativo ou préximo da neutralidade, foi realizada adsor¢ao com hidroxido de
aluminio (Alhydrogel® 2%, Brenntag). Os in6culos contendo proteina + adjuvante
foram mantidos em agitacdo orbital (200 rpm/TA/10 min) para completa
homogeneizagdo e entdo armazenados a 4°C até o uso. Foram preparados 9
inéculos, um para cada proteina, contendo 25 pg/mL de proteina recombinante 0,5
mg/mL de aluminio. Para os controles negativos foram preparadas duas
formulagdes, cada uma contendo 0,5 mg/mL de aluminio proveniente de Adju-Phos®
ou Alhydrogel®.

Para a imunizagcdo os animais do grupo imunizado receberam 2 mL de cada
um dos in6culos individuais, por via subcutanea, em nove sitios diferentes de
aplicacédo (figura 11). Os animais do grupo controle receberam 9 com PBS +
adjuvante nos mesmos sitios indicados na figura 8. Os animais foram imunizados

trés vezes, nos dias 0, 28 e 56 do estudo.

Figura 11. Sitio de aplicagao dos in6culos.

Lado esquerdo Lado direito

p’:

Sitios de inoculagdo das formulagdes individuais contendo os antigenos recombinantes. O circulo
vermelho indica o local anatdmico da inoculagdo, enquanto o numero interior indica a formulagao
aplicada. As formulagbes 1 e 5 (estrela) contém fosfato de aluminio, enquanto as demais contém
hidréxido de aluminio. Nos animais controle, os mesmos adjuvantes foram aplicados nas mesmas
posi¢cdes anatdbmicas.
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5.3.3 Infestacao-desafio dos animais experimentais com carrapatos R.
microplus

Apo6s 28 dias da ultima imunizagdo, os animais foram submetidos a uma
infestacdo-desafio com carrapatos R. microplus. Para isso, os animais foram
infestados com 2.500 larvas de carrapatos/dia, em seis dias intercalados, totalizando
15.000 larvas/bovino. Durante o periodo de infestacdo-desafio, os animais foram
mantidos em baias isoladas. A infestagcdo foi acompanhada diariamente e o os
carrapatos que se desprenderam espontaneamente foram coletados e utilizados
para a avaliagdo dos parametros biologicos e reprodutivos (previamente descritos)
com objetivo de determinar a eficacia vacinal. A fim de verificar a durabilidade da
resposta vacinal, uma segunda infestacdo foi realizada 104 dias apds a ultima
imunizacdo, sem revacinacao. Nesta infestacdo, os animais receberam um total de
5.000 larvas de carrapatos R. microplus cada, em duas aplicacdes intervaladas de
2.500 larvas. Os carrapatos foram coletados e processados de forma idéntica em

ambas as infestacdes.

5.3.4 Coleta de sangue e avaliagdo da soroconversdao de IgG antigeno-
especifica

A fim de determinar a soroconversao antigeno especifica dos animais do
experimento Il, os soros foram obtidos a partir da coleta de sangue da veia jugular
nos periodos pré-imunizacao (dia 0), apds a terceira imunizagao (dia 70), antes (dia
84) e durante a primeira infestagdo experimental (dia 102) e antes (dia 160) e
durante (dia 181) a segunda infestagdo experimental (dia 181). A soroconversio de
IgG antigeno-especifica foi avaliada por ELISA indireto e a comparagao de médias
entre grupos foi realizada utilizando-se teste U de Mann-Whitney, conforme descrito
anteriormente.

Conforme pode ser observado na figura 12, apds 14 dias da terceira
imunizagao, foram detectados niveis aumentados de anticorpos IgG especificos para
todos os antigenos inoculados nos animais imunizados. Este resultado difere
daquele apresentado para o experimento anterior, em que n&do houve inducido de
resposta para os antigenos 281-Ag5, 1735-CPl e 264079-EVA, reforcando a
hipétese de que o sistema de adjuvantagdo nao foi adequado para estes antigenos

anteriormente.
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De forma semelhante ao experimento anterior, houve uma tendéncia de
queda dos niveis de anticorpos contra alguns antigenos apos o pico observado na
pos-imunizagcado. Porém, aqui foi possivel observar que esta queda ocorre antes
mesmo do inicio do processo de infestagado (dia 84). Em conjunto com os dados
anteriores, € possivel sugerir que a queda dos anticorpos especificos € um processo
decorrente da cinética de imunoglobulinas para estes antigenos e ndo um efeito
direto da infestacdo, Foi verificada a persisténcia de anticorpos especificos
circulantes contra os antigenos 239-MTL, 795-DEF e 244-CEM nos animais do
grupo vacinado mesmo aos 28 dias da ultima dose, sugerindo que estes antigenos
possam estar gerando uma resposta imune mais duradoura (melhor memoria
imunoldgica).

Durante a infestagdo experimental, cinco dias apds o inicio da coleta de
teledginas (dia 102), observa-se um aumento expressivo dos anticorpos reativos a
alguns antigenos nos animais imunizados. Com exceg¢do dos antigenos 1735-CPI,
264079-EVA e 244-CEM, os demais induziram mais anticorpos apds a infestacao de
carrapatos (fase de adultos), reforcando a sugestdo de que a alimentagdo do
carrapato é capaz de reestimular o sistema de memoria imunoldgica, que passa a
produzir mais anticorpos em resposta ao reconhecimento destes antigenos
salivares. De fato, apenas para o antigeno 264079-EVA parece haver redugédo real
dos anticorpos circulantes antigeno-especificos. Para os demais, observa-se um
discreto aumento na detecgao de anticorpos, acompanhado também do aumento de
anticorpos nos soros dos animais do grupo controle. Apos 58 dias do pico de
anticorpos intrainfestacéo, o titulo de anticorpos especificos volta a cair. Apds a nova
infestacdo nao foi possivel observar a recuperacdo nos niveis de anticorpos nos
animais imunizados como anteriormente visualizado. Isto, porém, pode estar
relacionado ao periodo de coleta dos soros, que neste momento (dia 181) é anterior
ao periodo de desprendimento das teledginas. Ainda que o numero de carrapatos
utilizado na segunda infestagdo tenha sido trés vezes menor do que na primeira, o
numero de larvas aplicadas na segunda infestagdo (5000/animal) configura uma
carga parasitaria alta e deve ser capaz de estimular uma resposta de memoéria. A
avaliagdo da soroconversdo em periodo posterior € necessaria para indicar se de
fato a resposta esta suprimida ou se € dependente do estimulo antigénico
ocasionado pela alimentagdo de carrapatos adultos, como parecem sugerir 0s

resultados de soroconversao observados para o dia 102.
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Figura 12. Soroconversao de IgG antigeno-especifica dos bovinos imunizados com

oito antigenos recombinantes associados a sais de aluminio — experimento Il.
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Deteccgéo de IgG sérica bovina antigeno-especifica por ELISA. Placa sensibilizada com 100 ng/pogo
da proteina recombinante indicadas. Soros dos animais dos grupos controle e imunizado em
diferentes tempos experimentais foram usados como anticorpo primario (1:1000). Anticorpo anti IgG
bovino-HRP (1:100.000) foi utilizado para detecgdo. O teste foi realizado em ftriplicata. Valores em Y
representam média + SD da reacgdo lida a 450 nm apds revelagdo com TMB. Valores no eixo X
representam os dias experimentais, sendo que os dias 0, 28 e 58 compreendem os dias das
imunizagdes (linha tracejada); infestagcdes no dia 84 e 160 (linha pontilhada); pontos de coleta durante
as infestagbes nos dias 102 e 181. A-l) Resultado para cada antigeno individual. A comparagao
estatistica de médias foi realizada utilizando-se teste U de Mann-Whitney em GraphPad Prism 6.0; *
p<0,05 e ** p<0,01.

5.3.5 Parametros bioldgicos e reprodutivos dos carrapatos apés infestagao-
desafio

Para determinagdo da eficacia vacinal dos antigenos recombinantes, os
bovinos dos grupos imunizado e controle foram submetidos a uma infestagao-
desafio com carrapatos R. microplus, conforme descrito anteriormente, 28 dias apds

a terceira imunizagcdo (dia 84) e novamente apdés 104 dias (dia 160) sem
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revacinagdo. Foram contabilizadas as teledginas desprendidas de cada animal. Para
a primeira infestacdo, o desprendimento iniciou-se no 25° dia (dia 109) apos a
infestacado e seguiu-se até o0 49° dia (dia 133) dias apds o inicio da infestacao. Par a
segunda infestacdo, o desprendimento iniciou-se no 27° dia (dia 187) apds a
infestacédo e seguiu-se até o 50° dia (dia 210) pds-infestacédo. Do total de teledginas
desprendidas por animal, 25% foram coletadas, pesadas e mantidas em incubagao
para avaliagao da ovipostura e eclodibilidade das larvas. A comparagcao de médias
entre grupos para determinagao de significancia estatistica foi realizada utilizando-se
teste U de Mann-Whitney.

Diferentemente do observado para o experimento anterior, em ambas as
infestagcbes foi possivel verificar a redugdo no numero de teledginas desprendidas
no grupo imunizado com os antigenos adjuvantados com sais de aluminio. Na
primeira infestacao, a redugao foi de 62% (figura 13 A e B, tabela 7), enquanto que a
reduc&o observada na segunda infestac&o foi de 70% (figura 14 A e B). Nao houve
reducao relevante no peso das fémeas ingurgitada em ambas as infestag¢des (figuras
13C e 14C). A redugado no peso da ovoposi¢cao das teledginas alimentadas nos
animais imunizados foi semelhante em ambas as infestagdes, sendo de 10% e 11%
para a primeira e segunda infestagdes, respectivamente (figuras 13D e 14D, tabela
7). De modo interessante, a redugao da eclodibilidade das larvas foi de 12% apods a
primeira infestacédo (figura 13E), mas de apenas 2% apds a segunda infestagao
(figura 14E, tabela 7). A eficacia vacinal da formulagdo contendo nove antigenos
recombinantes adjuvantados com sais de aluminio foi de 70% na primeira
infestacéo, e 75% na segunda infestacdo (tabela 7).

Neste experimento, nds verificamos uma protegao significativa dos animais
imunizados com a vacina multicomponente contra a infestagdo por carrapatos R.
microplus, que foi acompanhada da emergéncia de uma resposta imune humoral
contra os antigenos componentes da formulagdo. Respostas humorais aparecem
associadas a resisténcia a carrapatos desde que Roberts e Kerr'3* demonstraram
que a transferéncia de soro de bovinos resistentes para bovinos nunca antes
infestados é capaz de diminuir em 50% o numero de fémeas ingurgitadas de R.
microplus nos animais receptores, enquanto a transferéncia de soro de bovinos
suscetiveis nao apresenta qualquer efeito sobre a infestagao. O titulo de anticorpos
antigeno-especificos é correlacionado com a protegcao conferida pela imunizagéo

com a proteina Bm8633', embora os mecanismos moleculares envolvidos na
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protecdo por este antigeno ndo tenham sido elucidados até os dias atuais, sendo
assim, ndo € possivel garantir que a resposta de anticorpos seja essencial na
protecéao.

Figura 11. Parametros biologicos e reprodutivos dos carrapatos R. microplus
alimentados nos bovinos experimentais imunizados com nove proteinas

recombinantes adjuvantadas com sais de aluminio — 1% infestag&o.
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Parémetros bioldgicos e reprodutivos dos carrapatos R. microplus recuperados da primeira infestagéo
de bovinos imunizados ou n&do com os antigenos recombinantes adjuvantados com sais de aluminio.
A) Contagem cumulativa total das teledginas recuperadas por grupo experimental. B) Nimero médio
de teledginas recuperadas por animal. C) Peso das teledginas recuperadas por grupo; cada ponto
representa o peso de uma teledgina individual. D) Peso da ovipostura por grupo; cada ponto
representa o peso da massa de ovos de uma teledgina. E) Peso das larvas eclodidas por grupo; cada
ponto representa o peso das larvas eclodidas por aliquota de 1g de ovos.
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Figura 12. Parametros bioldgicos e reprodutivos dos carrapatos R. microplus

alimentados nos bovinos experimentais imunizados

com nove proteinas

recombinantes adjuvantadas com sais de aluminio — 22 infestacéao.
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grupo. cada ponto representa o peso das larvas eclodidas por aliquota de 1g de ovos.
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Tabela 7. Parametros biolégicos e reprodutivos dos carrapatos R. microplus e eficacia vacinal da formulagdo anti-carrapatos

contedo nove proteinas recombinantes adjuvantadas com sais de aluminio — experimento |l.

Parametros 12 Infestagao 22 Infestacao
Grupos Grupos

Controle Imunizado (TR%*) p value*** Controle Imunizado (TR*%) p value***

Numero total de fémeas ingurgitadas 33.935 12.803 (62) 0,305 4.563 1328 (71) 0,130
Peso das fémeas ingurgitadas (mg)** 236148 23347 (1) 0,898 25547 256153 (0) 0,675
Peso médio da massa de ovos/grupo 38+15 34110 (10) 0,787 74119 66£25 (11) 0,474
(mg)™

Peso médio das larvas/grupo (mg de 442+132 390+109 (12) N.A. 444185 435+105 (2) N.A.
larvas/g de ovos)**

Eficacia vacinal = 70% Eficacia vacinal = 75%
EV = 100[(12803/33935)(233/236)(34/38)(390/442)] EV=100[(1.328/4.563)(1)(66/74)(435/444)]

*TR: taxa de redugéo do paradmetro no grupo imunizado em relagdo ao controle, calculado através da férmula: 100X[1-(valor no grupo vacinado/valor no
grupo controle)]; quando o valor retornado € negativo, o percentual é considerado 0 (valor ndo multiplicado ou 1); **Média + SD. *** Comparativo de médias
entre grupos utilizando teste U de Mann-Whitney. N.A.: ndo avaliado, amostras tratadas em pool.
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A ocorréncia de moléculas ligantes de imunoglobulinas na saliva dos
carrapatos capazes de sequestrar e remover anticorpos da hemolinfa®® ¢ um forte
indicio de que respostas anti-carrapatos mediadas por anticorpos do hospedeiro
podem ser protetoras contra a infestagdo, a ponto de induzir o desenvolvimento de
uma resposta de evasao especifica por parte do parasita. Este argumento se
fortalece quando demonstrado que o bloqueio da atividade destas moléculas por
anticorpos neutralizantes afeta negativamente a sobrevivéncia do parasita’S.

No entanto, ndo ha um consenso sobre a importancia dos anticorpos na
resisténcia as infestagdes por carrapatos’®. Alguns autores demonstram que,
quando submetidos a infestagao, bovinos de ragas suscetiveis apresentam aumento
de IgG total no sangue sem adquirir fenétipo de resisténcia’®137, inclusive com
aumento de anticorpos especificos para glandulas salivares e intestinos dos
carrapatos®. Ao contrario, outros estudos indicam que bovinos suscetiveis
apresentam menores titulos de anticorpos IgG1 e IgG2 contra proteinas salivares'.
Cabe ressaltar que estes estudos ndo avaliam a existéncia de anticorpos contra
antigenos especificos nem sua afinidade, e seu resultados devem ser considerados
com cautela para explicar ou refutar hipoteses relacionadas a indugcédo de resposta
imunologica mediadas por anticorpos apds imunizagbes. De modo interessante,
Garcia e colaboradores'® demonstraram que apesar de haver um aumento nos
niveis de 1IgG1 e IgG2 contra proteinas salivares totais de carrapatos em bovinos
suscetiveis continuamente infestados, o soro desses animais é capaz de reconhecer
um numero menor de antigenos salivares especificos do que o soro de bovinos
resistentes, sugerindo que o reconhecimento de antigenos salivares especificos, e
nao a quantidade total de anticorpos circulantes, esta relacionado ao fendtipo de
resisténcia. O mapeamento de antigenos salivares diferencialmente reconhecidos
pelo soro de bovinos suscetiveis ou resistentes a infestagcdo pode representar uma
valiosa ferramenta para a selecdo de antigenos vacinais, e foi aplicada de forma
complementar a outros paramentos para selecionar os antigenos secretados de
carrapatos R. microplus que foram patenteados para o desenvolvimento de vacinas.

Devido as diferencas de protocolo experimental entre os dois estudos aqui
realizados, ndo é possivel compararmos de forma simplificada a resposta imune
humoral induzida pelos diferentes adjuvantes e correlaciona-la com a protegao
observada. A presengca de um antigeno extra na vacina multicomponente

adjuvantada com sais de aluminio torna impossivel determinar a importancia do
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adjuvante utilizado sobre a resposta protetora. No entanto, € possivel afirmar que o
uso de sais de aluminio promoveu soroconversao superior em nosso modelo, visto
que foi capaz de induzir a geragéo de anticorpos contra todos os antigenos testados,
sugerindo que seu uso pode ser positivo para o teste de novos antigenos. Nos néo
temos evidéncias de que os antigenos 218-Ag5, 1735-CPI e 264079-EVA induzem
imunidade protetora anti-carrapatos, visto que os mesmos nunca foram testados
anteriormente. Por isso, ndo é possivel afirmar que a presenca de anticorpos
especificos para esses antigenos seja fator limitante para a atividade protetora da
vacina multicomponente testada. Ensaios posteriores utilizando estes antigenos em
novas formulagdes ou em ensaios individuais poderao ser capazes de definir a real
importancia dos mesmos para respostas anti-carrapatos.

Mesmo que o titulo e especificidade de anticorpos induzidos pela imunizacéo
dos antigenos adjuvantados com sais de aluminio esteja relacionado com a
protegao, outros fatores podem ser tdo ou mais importantes para definir a efetividade
dos anticorpos, como a afinidade dos mesmos. Nos acreditamos que a protegao
anti-carrapatos associada a nossa estratégia possa ser decorrente da neutralizagéo
das fungdes salivares através da reatividade dos anticorpos induzidos pela
vacinagdo com seus alvos, o que acaba por interferir no repasto sanguineo®. Como
a neutralizagao eficiente de antigenos virais e toxinas é dependente da geracéo de
anticorpos de alta afinidade aos mesmos'' 142 determinar a afinidade dos
anticorpos gerados nos dois ensaios pode trazer informagdes sobre 0 mecanismo de
acao da vacina e sua correlagdo com a protecado conferida, caso a afinidade dos
anticorpos gerados para as proteinas compartilhadas sejam consistentemente
diferentes nos dois grupos.

A adicdo do antigeno 244-CEM é um importante fator que pode estar
relacionado a protegao vacinal superior observada no experimento Il. Antigenos de
fixagdo ja foram testados como vacinas anti-carrapatos por Trimnel e
colaboradores®, que demonstraram que a utilizagdo da proteina de cemento 64P
como imundgeno é capaz de prejudicar a infestagado por carrapatos em animais de
laboratério. Nos animais vacinados, a infestagao estimula respostas celulares locais
caracterizadas por hiperplasia cutanea e infiltrado basofilico e eosinofilico no local
da fixacdo do carrapato, além da presenca de mastdcitos e células dendriticas
circundando o cone de cemento. Ainda, a imunizacdo promoveu altos titulos de

anticorpos anti-64P, que podem estar relacionados com a protecédo. A ocorréncia de
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resposta celular cutanea a infestagcédo por carrapatos caracterizada pelo infiltrado de
eosindfilos e basdfilos € caracteristica de bovinos de ragas resistentes, enquanto
animais suscetiveis apresentam maior infiltrado mononuclear e neutrofilico™s3.
Franzin e colaboradores'* demonstraram que, em bovinos de racgas resistentes, o
infiltrado inflamatério promovido pela infestacdo é capaz de desestabilizar o cone de
cemento, o que pode estar relacionado a reducao da infestagdo; ainda, a transcrigao
de fatores associados a ativacdo de basofilos, mastdcitos e eosindfilos também
aparece aumentada na pele infestada dos animais de raca resistente. De forma
interessante, carrapatos secretam abundantemente em sua saliva proteinas ligantes
de histamina'#®, sugerindo que a atividade inflamatéria mediada pelas células que
liberam granulos contendo histamina apresenta papel importante no processo de
resisténcia do hospedeiro.

N&o esta claro, no entanto, de que forma a imunizagdo com antigenos de
fixagdo poderia levar ao desenvolvimento de uma resposta local especifica. Nao ha
qualquer evidéncia da importancia de IgE, anticorpo classicamente ligado a
degranulagdo de basofilos, mastdcitos e eosindfilos'8, para o desenvolvimento de
um fendtipo de resisténcia as infestagdes em bovinos. Cabe ressaltar, no entanto,
que poucos estudos abordaram a quantificagdo de IgE nos bovinos infestados, e
seus resultados ndo podem ser considerados conclusivos. Mecanismos de
degranulacdo mediados por IgG poderiam explicar a indugdo de resposta celular
local frente a estimulo antigénico especifico apds a imunizagéo, a exemplo do que
acontece em humanos'#’, porém ndo ha evidéncias de que isso ocorra em bovinos.
A anadlise temporal das reacgdes locais a infestacdo por carrapatos nos animais
imunizados com os antigenos recombinantes pode ser realizada no futuro para uma
melhor caracterizagao das respostas celulares possivelmente associadas a protecéo
verificada.

De forma interessante, os resultados obtidos apds a segunda infestagdo por
carrapatos R. microplus no experimento Il indicam um aumento da resisténcia dos
animais imunizados a infestacdo mesmo na auséncia de revacinacdo. Em estudo
paralelo realizado por nosso grupo, em que os animais foram imunizados com 25 ug
de cada um dos nove antigenos utilizados neste estudo mais um antigeno adicional,
o mesmo efeito foi observado, sendo que a protecao induzida pela vacinacao foi de
50% apds a primeira infestagdo e de 70% apds a segunda infestagdo (dados n&o

mostrados). Em ambos os estudos, houve um aumento no titulo de anticorpos contra
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diversos antigenos apoés a infestagdo, o que sugere fortemente que a estratégia de
desenvolvimento de vacinas anti-carrapatos utilizando antigenos salivares n&o é
capaz somente de induzir resposta imunoldgica protetora contra a infestagdo, mas
também promove o reforco da memdéria imunolégica através da infestagao natural,
sem necessidade de revacinagdo. Este € um grande avanco do ponto de vista
estratégico em relagdo as vacinas anti-carrapatos disponiveis, visto que o “boost
natural” pode diminuir o numero de revacinagdes necessarias para a manutencgao de
uma resposta imunoldgica ativa e protetora nos rebanhos, uma das limitagdes
apresentadas pelas vacinas atualmente comercializadas®®. Estudos de longa
duragdo com o acompanhamento dos niveis de anticorpos e dos padroes de
infestacdo natural em animais imunizados com os antigenos recombinantes
utilizados neste estudo sdo necessarios para determinar se o aumento da resposta
protetora observado por nosso grupo € significativo em condi¢ées de campo, e se &
mantido apdés multiplas infestagbes. Estes estudos sdo essenciais também para
determinar precocemente o surgimento de carrapatos resistentes a imunidade
vacinal e caracterizar seus mecanismos de escape, a fim de antecipar o
desenvolvimento de novas formulagdes vacinais capazes de atingir os parasitas
resistentes.

Outra limitagdo importante das vacinas comerciais € o longo periodo entre o
inicio das imunizagcdbes e diminuicdo efetiva das infestacdbes a campo?®. O
aparecimento “tardio” dos efeitos da vacinagdo com o antigeno Bm86 esta
relacionado ao mecanismo de agao da vacina, que afeta principalmente a fertilidade
das fémeas infurgitadas'’#®, com pouco efeito sobre o ingurgitamento imediato das
teledginas. O acompanhamento de rebanhos vacinados sistematicamente com o
antigeno Bm86 demonstra que a vacinagao protege parcialmente os animais das
infestacdes por R. microplus e é capaz de diminuir a necessidade de aplicagao de
acaricidas®3. No entanto, a auséncia da percepgédo de protegdo por parte do produtor
leva ao abandono da vacinacao sistematica onde ela nao é obrigatdria, e os efeitos
protetores sao perdidos. A formulacido testada neste trabalho, ao contrario, exerce
seu maior efeito sobre o numero de teledginas que chegam a fase final de
ingurgitamento, possivelmente por interferir no sucesso do repasto sanguineo. Com
uma reducgao visivel no numero de carrapatos no rebanho logo apés a primeira
imunizacao, a percepcao da atividade protetora da vacina pelo produtor tende a ser

positiva, estimulado a adogao sistematica da vacinagao.
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Os resultados aqui apresentados sugerem fortemente que a imunizagado de
bovinos com antigenos secretados de carrapatos € capaz de promover prote¢cdo aos
animais e, com isso, diminuir as infestacbes a campo. Estudos adicionais sao
necessarios para verificar a reprodutibilidade destes dados e o efeito da aplicacao
desta estratégia na reducédo das infestagcdes de bovinos a campo. Ainda, é essencial
estabelecer os mecanismos imunolégicos envolvidos na protecdo gerada pela
formulacao aqui testada, a fim de identificar pontos-chave que podem ser utilizados

como guias para a triagem de novos antigenos vacinais secretados
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6 Protecao anti-carrapatos R. sanguineus conferida pela imunizagao de caes
com nove proteinas recombinantes adjuvantadas com hidréxido de aluminio
As proteinas recombinantes 218-AG5, 239-MTL, 795-DEF, 1753-CPI, 2879-
MLD, 264079-EVA, 2067-NEl, 173030-F8.9 e 244-CEM foram utilizadas como
vacinas em caes que posteriormente foram submetidos a infestacdo experimental
com carrapatos R. sanguineus. Este experimento foi realizado no Biotério do
Instituto de Biologia da Universidade Federal de Minas Gerais, localizado em Belo
Horizonte, MG, em parceria com o Prof. Dr. Ricardo Toshio Fujiwara e o Prof. Dr.
Rodolfo Giunchetti. O oficio de aprovacdo do CEUA referente a este experimento
encontra-se disponivel no Anexo |. Apenas serao abordadas neste capitulo as datas
experimentais cujos resultados sao apresentados. O calendario completo de coletas

e experimentos realizados pode ser consultado no Apéndice I.

6.1 Caes e composigao dos grupos experimentais

Para este experimento, foram utilizados 10 cides de ambos os sexos, sem
raca definida (SRD), entre 5-6 meses de idade, provenientes de duas ninhadas e
identificados por padréo de pelagem e sexo. Os animais nasceram e foram mantidos
no biotério experimental de cades da UFMG, que conta com estrutura de vedacao e
telas para evitar a entrada de animais e artropodes e, portanto, os caes nao
apresentavam histoérico de infestacdes prévias por carrapatos em periodo anterior ao
experimento. Os caes receberam acompanhamento médico-veterinario durante o
experimento. Nao houve restricdo de alimento ou agua em nenhum momento
experimental. Os animais foram mantidos na mesma baia de seus pares durante
todo o periodo experimental, exceto na etapa de infestagdo, em que uma realocagao
dos animais foi realizada a fim de diminuir os riscos de perda das camaras de
alimentagao de carrapatos.

Para a composigédo dos grupos experimentais, os animais foram alocados de
forma dirigida, a fim de dividir os irmaos de uma mesma ninhada entre os dois
grupos experimentais, bem como manter numero equivalente de machos e fémeas
dentro de cada grupo (figura 15). Diferentemente do realizado para bovinos, nenhum
procedimento de verificagdo de susceptibilidade ou resisténcia a infestacao por
carrapatos foi realizado antes do inicio do experimento. Os animais nao foram
identificados individualmente, visto que o padrdo de pelagem permitiu a

diferenciacao dos animais.
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Figura 15. Divisdo dos grupos experimentais para o experimento de imunizagédo de

caes.
Animais disponiveis Grupo vacinado
Matriz 1 Animal 2B (M)
Animal 2B (M) L— | Animal 2¢ (M)
Animal 2¢ (M) — | Animal 26 (F)
Animal 2D (M) Animal 2F (F)
Animal 2A (M) Animal 1D (M)
Animal 2E (F)
Animal 2G (F)
Animal 2F (F) Grupo controle
Animal 2D (M)
Matriz 2 Animal 2A (M)
Animal 1D (M) Animal 2E (F)
Animal 1A (F) Animal 1A (F)
Animal IE (F) Animal IE (F)

6.2 Preparacgao das formulagdes vacinais e imunizagao dos caes

Para este experimento, as proteinas diluidas em tampado PBS foram
adsorvidas ao adjuvante Allhydrogel® 2% (Brentag), de forma individual, para
compor as formulagbes vacinais de 1 a 9. A formulagcdo 10 foi composta de
adjuvante e PBS, e foi utilizada para inoculagdo do grupo controle. Os indculos
contendo proteina e adjuvante foram preparados no dia anterior ao uso. Para tal, os
in6culos foram homogeinizados com o uso de pipetador sorolégico a temperatura
ambiente por 10 minutos e entdo armazenados a 4°C até o dia seguinte. Foram
preparados 9 inéculos, um para cada proteina, contendo 50 ug/mL de proteina
recombinante e 50 uyg/mL de Alhydrogel® 2% (Brenntag).

Para a imunizagao, a pele dos animais foi desinfetada na regido da aplicagao
utilizando-se algodéo e alcool 70%. Os c&es foram contidos manualmente. Os cées
do grupo imunizado receberam 1 mL de cada uma das formulagdes de 1 a 9, por via
subcutanea, em nove sitios diferentes de inoculagao (figura 16) localizados ao longo
do dorso. Os animais do grupo controle receberam nove inoculagdes da formulagéo
10 (adjuvante+PBS), nos mesmos sitios. Na primeira semana apos cada
imunizacdo, os animais foram diariamente examinados para analise de alteracdes
locais ou sistémicas indicativas de reacbes adversas. Os animais foram
acompanhados por exames hematoldgicos e bioquimicos na semana seguinte a

cada imunizacdo, e nao foram relatadas alteragcdes neste periodo. Apenas um dos
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animais do grupo imunizado apresentou uma pequena area com alopecia, porém
sem prurido ou lesdo na regido de administragdo do antigeno 9 apos a primeira

dose, que ndo necessitou intervencao para resolucéao.

Figura 16. Sitios de aplicagdo dos inoculos 1 a 9 na regido dorsal dos caes do

experimento.

Esquema de aplicagao das formulagdes vacinais. Visdo dorso-ventral. E: lado esquerdo do animal. D:
lado direito do animal. Identificacdo dos antigenos em seus locais de aplicagéo.

6.3 Coleta de sangue e avaliagao da soroconversao antigeno-especifica dos
caes vacinados

A fim de determinar a soroconvers&o dos cdes imunizados, os animais foram
manualmente contidos para coleta de sangue da veia jugular para obtengdo do soro.
A soroconversdo de IgG antigeno-especifica foi determinada através de ELISA
indireto utilizando-se soro dos animais coletado no periodo pré-imunizagéo (dia 0),
14 dias ap0s a quarta imunizagao (dia 98), no momento prévio a infestagéo (dia 187)
e apos a infestagdo, quando as camaras foram retiradas (dia 200). O protocolo para
realizacdo de ELISA foi o mesmo descrito para bovinos. As uUnicas alteragdes
realizadas referem-se a 1) utilizagdo do soro canino como anticorpo primario na
diluicdo 1:400; e 2) utilizacdo de anticorpo secundario anti-lgG canino conjugado a
peroxidase (Biorad, AAI32, 1:50.000).

Diferentemente do observado para bovinos, todos os cides responderam de

forma significativa a imunizagcdo com os antigenos recombinantes 14 dias apos a
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quarta dose (figura 17). Nos realizamos o acompanhamento soroldgico dos animais
14 dias ap0s a terceira dose (dados ndo mostrados), e observamos que apenas um
animal do grupo imunizado n&o havia respondido para dois dos antigenos, motivo
pelo qual optamos por aplicar uma quarta dose. Embora esteja presente uma
tendéncia de queda nos niveis de IgG especificas circulantes apos a quarta dose e o
inicio do periodo de infestacdo (um periodo de 15 semanas), a mesma nao é
expressiva a ponto de eliminar a diferencga estatistica entre os grupos imunizados e
controles. Durante este intervalo, os animais foram submetidos a um teste
intradérmico de hipersensibilidade em que 5 pg de cada um dos antigenos
recombinantes foi aplicado por via intradérmica para avaliar a indugao de resposta
de hipersensibilidade tardia (associada a protegao a carrapatos). Embora os animais
nao tenham apresentado reacdo de hipersensibilidade, €& possivel que esta
aplicacao tenha promovido algum boost vacinal que possa justificar, pelo menos em
parte, a prolongada manutengdo dos anticorpos circulantes; portanto, o observado
nao pode ser atribuido unicamente ao regime de imunizagdes.

Diferentemente de R. microplus, que realiza todas as suas mudas sobre o
mesmo hospedeiro, carrapatos R. sanguineus realizam a troca de hospedeiro
durante as mudas (carrapato trioxeno). Por isso utilizamos as trés fases do
carrapato: larva, ninfa e adultos para infestar; ou seja, durante o periodo de desafio
0s animais encontravam-se infestados com carrapatos R. sanguineus nas trés fases.
Realizamos o acompanhamento soroldgico dos caes antes e depois das infestagbes
experimentais. Os resultados mostraram que apds a infestacdo desafio ndo ocorreu
uma mudanga significativa na cinética de anticorpos que se mostrou durante a
alimentacao dos carrapatos. Isto €, os cdes imunizados permaneceram positivos
para a circulagdo de anticorpos antigeno-especificos durante todo o periodo
analisado, sugerindo que a infestacdo, neste caso, ndo foi capaz de alterar a
resposta do hospedeiro a vacinagdo. Em adicdo a isso, também nao foi observado
aumento de anticorpos circulantes apdés a vacinacdo em resposta ao desafio, nao
sendo possivel sugerir um boost vacinal induzido pela infestagdo neste modelo,

diferentemente do que foi observado para bovinos.
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Figura 17. Soroconversao de IgG antigeno-especifica dos caes imunizados com oito

antigenos recombinantes associados a Alhydrogel ®.
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da proteina recombinante indicadas. Soros dos animais dos grupos controle e imunizado em
diferentes tempos experimentais foram usados como anticorpo primario (1:400). Anticorpo anti IgG
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Prism 6.0; * p<0,05 e ** p<0,01.

6.4. Infestagdo experimental dos caes com carrapatos R. sanguineus

Apos 104 dias da quarta imunizagdo, os animais foram infestados
experimentalmente com carrapatos R. sanguineus para avaliagcdo da eficacia
vacinal. Para tal, os animais tiveram o dorso tricotomizado e receberam a instalagao
de trés camaras de alimentacdo, confeccionadas em plastico e borracha, coladas
com um adesivo de contato (cola Brascoplast) e esparadrapo. Foram colocados
colares elisabetanos em todos os caes e os mesmos foram mantidos em grupos de



76

2 a 4 animais por unidade do canil. Em cada cémara de alimentagcdo foram
colocados carrapatos R. sanguineus de uma unica fase, sendo 350 larvas ou 100
ninfas ou 25 casais de carrapatos adultos. A infestacdo foi acompanhada
diariamente, com abertura e limpeza das camaras a partir do quarto dia de
infestac&o e coleta dos carrapatos naturalmente destacados.

Quando da abertura das camaras, os carrapatos ja se encontravam fixados.
Para as fases de larva e ninfa, os carrapatos destacados foram contados. Apenas
um animal do grupo imunizado e um animal do grupo controle originaram larvas
alimentadas, tendo sido recuperadas 339 larvas do animal do grupo controle e 119
larvas do animal do grupo imunizado. Trés animais de cada um dos grupos
experimentais apresentaram ninfas alimentadas, tendo sido recuperadas 212 ninfas
ingurgitadas dos animais do grupo controle e 231 ninfas ingurgitadas dos animais do
grupo imunizado. Para a fase de adulto, apenas quatro animais do grupo controle e
trés animais do grupo vacinado mantiveram as camaras fixas até o final da
infestacdo, tendo sido recuperados em média 19,75 carrapatos adultos/animal do
grupo controle e 13,3 carrapatos/animal do grupo imunizado. O peso médio das
fémeas ingurgitadas adultas foi de 139 mg para o grupo controle, e de 145 mg para
o grupo imunizado. As fémeas adultas ingurgitadas foram incubadas em estufa
B.O.D. (28°C, 85% umidade) para determinagc&o do peso de ovos e taxa de eclosao
das larvas. Apos finalizar a incubagédo das fémeas ingurgitadas de R. sanguineus
recuperadas apos a infestacdo experimental, foi possivel avaliar a eficacia vacinal.
Houve redugdo de 32% no numero de fémeas ingurgitadas no grupo vacinado
quando comparado ao controle, enquanto uma reducao de 5% na eclodibilidade das
larvas foi observada no grupo imunizado (figura 18, tabela 2). Os demais parametros

nao foram afetados. A eficacia vacinal final foi calculada em 36%.



77

Figura 18. Parametros bioldgicos e reprodutivos dos carrapatos R. sanguineus

alimentados nos caes experimentais imunizados com nove proteinas recombinantes

adjuvantadas com Alhydrogel ®.
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Tabela 8. Parametros bioldgicos e reprodutivos de carrapatos coletados de caes
imunizados com nove antigenos recombinantes associados a Alhydrogel®.

Parametros avaliados Grupo

Imunizado Controle TR*  **p-value
Numero médio de teledéginas 13,3+6,5 19,75+5,06 32,4%  >0,999
desprendidas/animal (n=3) (n=4)
Peso médio das teleéginas 145,2+30,1 139,7+£36,5 0% 0,857
desprendidas/grupo (mg) (n=3) (n=4)
Numero médio de ninfas 77+14 70,6124 0% 0,9
desprendidas/grupo (n=3) (n=3)
Peso médio dos ovos/grupo 62,4 mg 47,35 mg 0% 0,857
Eclodibilidade/grupo 70,72% 74,45% 5%

Eficacia vacinal* = 100[1 - (13,3/19,5) (70,72/74,45)] = 36%

TR: taxa de redugdo de cada pardmetro calculado através da féormula: 100 X [1 - valor no grupo
vacinado/valor no grupo controle]; quando o valor retornado é negativo, o percentual é considerado 0.
** Comparativo de médias realizado utilizando-se teste U de Mann-Whitney em GraphPad Prism 6.0.

Neste trabalho verificamos que uma vacina multicomponente baseada em
antigenos secretados de carrapatos R. microplus foi capaz de induzir anticorpos
especificos em caes quando administrada em conjunto com aluminio, além de ter
induzido resposta cruzada potencialmente protetora contra o carrapato do cao, R.
sanguineus. Embora tenha sido determinada a ocorréncia de protecéo vacinal
considerando-se a formula matematica descrita anteriormente, este resultado deve
ser cuidadosamente avaliado, visto que um pequeno numero de animais do grupo
imunizado (n=3) foi submetido a infestacdo experimental com sucesso. A repeticao
da fase de infestagdo experimental nos animais imunizados pode ser necessaria,
portanto, para que se possa definir qual a real contribuicdo da imunizagdo sobre a
imunidade anti-carrapatos nos caes experimentais.

De forma semelhante ao verificado para bovinos, os cades imunizados com os
antigenos associados ao aluminio apresentaram soroconversao para todos os alvos
inoculados. No entanto, nos caes a concentragdo de anticorpos se manteve estavel
por longos periodos apods a ultima imunizagao, e nao sofreu alteragao na infestagao-
desafio. Apesar disso, a protecao vacinal calculada para caes foi menor do que a

observada para bovinos (36 e 70%, respectivamente).
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R. sanguineus é o principal carrapato parasita de cédes no Brasil e em
diversas regides do mundo'?. Apesar de estar associado a transmissdo de doengas
potencialmente letais para humanos em alguns paises®'#°, pouco é conhecido sobre
a resposta imunolégica dos hospedeiros contra este carrapato em comparagédo com
R. microplus. O ciclo de vida do carrapato R. sanguineus inclui um sistema de
alimentagao em trés hospedeiros, no qual o carrapato solta-se do cado em que esta
se alimentando logo apés o ingurgitamento, realiza a muda no ambiente e busca por
um novo hospedeiro para a proxima fase de alimentacdo. Este comportamento
“promiscuo” torna o carrapato R. sanguineus um potente vetor de patdgenos entre
diferentes hospedeiros®. Embora tenha o cdo como hospedeiro preferencial, os
estagios imaturos podem parasitar roedores e pequenos mamiferos, enquanto
carrapatos adultos oportunisticamente podem parasitar espécies maiores, tendo sido
descritos em humanos com certa frequéncia'%'%', Para o repasto sanguineo, o
carrapato fixa suas pecas bucais a pele do hospedeiro através de um cone de
cemento e realiza a abertura da cavidade de alimentagao. A formagao e manutencgao
da cavidade de alimentacédo é dependente da acao da saliva do parasita, secretada
em periodos alternados aos de ingest&o de sangue'’.

A saliva de carrapatos R. sanguineus contém diversas moléculas
moduladoras da resposta imunolégica do hospedeiro, incluindo vasodilatadores,
anestésicos, anti-hemostaticos, moléculas imunossupressoras e componentes
ligantes de histamina’®. Assim como para outros carrapatos, as atividades
mediadas pela saliva sdo responsaveis pelo sucesso da alimentacido do carrapato R.
sanguineus®®. Caes imunizados com extrato de glandula salivar de R. sanguineus
apresentam maior protecdo contra a infestacao do que caes imunizados com extrato
intestinal ou apds sucessivas infestacdes'?, indicando que, assim como para
bovinos, 0 uso de antigenos salivares como alvos vacinais pode exercer efeito
protetor significativo sobre as infestacdes.

Como previamente descrito, os mecanismos de protecdo associados a
infestacdo por R. sanguineus estdo pouco elucidados. Devido a heterogeneidade
das respostas anti-carrapatos apresentada na populagao canina, a identificacdo de
perfis de resposta associados a resisténcia e susceptibilidade de caes a infestagao
por R. sanguineus sao mais dificeis de serem estabelecidos quando comparado ao
carrapato bovino. Analises comparativas em busca de perfis de susceptibilidade e

resisténcia sdo comumente realizadas utilizando-se cobaias como hospedeiros
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resistentes, pois estas sdo capazes de desenvolver resposta protetora ao carrapato
de forma rapida e crescente apds sucessivas infestagdes'’. Estudo realizado por
Szabo e colaboradores'3 mostrou que ndo ha diferenga significativa na titulagédo de
anticorpos totais IgG em cobaias e cées durante a infestagdo, embora os niveis de
IgE circulantes sejam maiores nos caes. Os niveis de IgG ou IgE especificas para
antigenos salivares totais também ndo é modulado diferencialmente nas duas
espécies hospedeiros. No entanto, Ferreira e colaboradores'™ descrevem o
reconhecimento diferencial de antigenos derivados de extrato de larva por soros de
caes ou cobaias, sendo que o soro de cobaias reconhece um maior numero de
antigenos provenientes do carrapato. Estes resultados sdo semelhantes aqueles
descritos por Garcia'#?, e indicam que, também neste modelo, a eficacia da resposta
imunoldgica pode estar relacionada a especificidade do antigeno. A expansao da
base de dados de proteinas de carrapatos R. sanguineus € relevante para a
identificacdo de antigenos potencialmente protetores para esta espécie e homodlogos
a antigenos de R. microplus, visando o desenvolvimento de uma vacina
compartilhada.

Analise do transcriptoma salivar de carrapatos R. sanguineus alimentados
por trés ou cinco dias em cées foi realizado por Anatriello e colaboradores®® com uso
do sequenciamento Sanger de bibliotecas de cDNA dos transcritos salivares totais.
Assim como ja é descrito para R. microplus®®, a principal classe de proteinas
secretadas identificada foi a de lipocalinas, responsavel pela ligagao e inativagao de
molécula pequenas, como a histamina'#>. Em seguida, encontram-se presentes de
forma significativa proteinas ricas em glicina, inibidores de proteases, peptideos
antimicrobianos, proteinas imunossupressoras da familia Dap36 e evasinas,
mucinas, metaloproteases e proteinas de cemento®. A maquinaria salivar
apresentada por R. sanguineus assemelha-se aquela identificada para outros
carrapatos®3155.156  sugerindo mecanismos conservados de alimentagdo e
necessidade de evasdo da resposta imunoldgica do hospedeiro entre as diferentes
especies.

A utilizacdo de uma regido peptidica da proteina PO (antigeno estrutural
presente em diferentes carrapatos) como vacina conjugada em coelhos infestados
com carrapatos R. sanguineus foi capaz de afetar diversos parametros do
hospedeiro, promovendo protecdo de 90%'7’. O mesmo antigeno apresentou

atividade protetora contra R. microplus'?®, confirmando que respostas cruzadas
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entre os dois carrapatos sdo factiveis para o desenvolvimento de uma vacina
comum. De forma complementar, o uso do antigeno Bm86 (isolado de carrapatos
bovinos) para a imunizagdo de cées infestados com R. sanguineus também se
mostrou eficiente contra a infestacao'®. A alta similaridade entre as sequéncias
destes antigenos expressos no carrapato bovino e canino indicam que a selegéo de
antigenos homologos pode ser uma ferramenta util para o desenvolvimento de uma
vacina anti-carrapatos unica para diferentes espécies.

A homologia entre antigenos de R. microplus e antigenos de carrapatos R.
sanguineus patenteada pelo nosso grupo para uso vacinal foi previamente avaliada
por Anatriello®. De modo geral, pouca homologia foi encontrada entre as sequéncias
dos dois carrapatos, embora as funcbes preditas se sobrepusessem. Um dos
motivos para tal € a baixa qualidade de transcritos anotados de R. sanguineus, 0
que coloca em duvida se a auséncia de alta homologia se deve de fato as variagdes
antigénicas entre os carrapatos ou a artefatos. Apenas dois transcriptomas de
carrapatos R. sanguineus encontram-se publicados até o momento, um dos quais
publicados apenas no ultimo ano®%'%%, O uso de bases de dados de carrapatos
relacionados apresenta-se como uma alternativa para a selegdo de antigenos
vacinais para R. sanguineus através da funcgao predita in silico.

Utilizando esta estratégia de selecdo de antigenos de acordo com a classe
funcional predita, Anatriello® avaliou a eficacia vacinal de um pool de sete antigenos
de carrapatos R. microplus contra a infestagcdo por R. sanguineus, obtendo uma
eficacia de 80%. Devido as limitagbes de producido de proteinas recombinantes,
dentre os antigenos previamente testados por Anatriello, apenas o antigeno 2879-
MLD esteve presente em nossa construgdo final. Outros antigenos foram
substituidos por sequéncias de fungao semelhante, enquanto alguns como 76-IgBP
e 274-HBP ndo contavam com homologos para substituicdo. E possivel que a
diferenca de resposta observada esteja relacionada a auséncia de alvos que
parecem ter grande importancia no processo de alimentagdo, como proteinas
ligantes de imunoglobulina e histamina. Ainda, ambas as vacinas contam com
sistemas de entrega bastante diferentes, proteina ou DNA recombinante. Sendo o
carrapato um organismo eucarioto, € possivel que o sistema de expressdo em E. coli
seja menos eficiente do que o sistema de DNA em produzir os antigenos de

interesse com estrutura semelhantes aquele naturalmente expressos pelo parasita.
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O sistema de entrega por DNA apresenta-se mais promissor para a manutencéo da
estrutura original do antigeno expresso.

Diversos trabalhos mostram que a resposta imunoldgica local estimulada pela
infestacdo ou inoculagdo de extrato de glandula salivar de R. sanguineus difere
significativamente entre cdes e modelos animais mais resistentes a carrapatos.
Enquanto o extrato salivar de carrapatos € capaz de induzir uma forte resposta de
hipersensibilidade tardia em cobaias, com predominancia de infiltrados celulares
basofilicos na pele, em cées ocorre uma resposta de hipersensibilidade imediata do
tipo |, caracterizada pela degranulagdo de mastdcitos no local da aplicagdo'6%16", Os
antigenos recombinantes produzidos nesta tese ndo foram capazes de induzir
resposta de hipersensibilidade imediata ou tardia quando inoculados
intradermicamente nos caes imunizados. Os antigenos testados por Anatriello, no
entanto®, apresentaram a inducdo de hipersensibilidade tardia em cobaias
inoculadas com as vacinas de DNA. Estes dados indicam que a triagem prévia de
antigenos com a indugao de respostas cutaneas tardias, associadas com a protegao
contra carrapatos, pode auxiliar na escolha de alvos mais protetores para caes no
futuro.

Os resultados aqui demonstrados, em conjunto com os dados previamente
publicados por nosso grupo, evidenciam que o desenvolvimento de uma vacina
multicomponente capaz de proteger bovinos e caes de infestagbes por carrapatos é
exequivel. Porém, novos sistemas de selegdo, produgdo e entrega de antigenos
podem ser necessarios para que a construgdao multivalente apresente resultados

ainda melhores de protecao contra ambas as espécies de carrapato.
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7 Consideracgoes finais e perspectivas futuras

Neste trabalho, nds selecionamos e produzimos, de forma recombinante,
antigenos secretados identificados em sialotranscriptomas de carrapatos R.
microplus. Estes antigenos foram capazes de induzir resposta imune humoral
especifica nos animais imunizados, bem como protegé-los, mesmo que
parcialmente, da infestacédo por carrapatos R. microplus e R. sanguineus. O principal
efeito das vacinas foi sobre a redugdo do numero de teledginas ao final da
infestacdo dos animais imunizados, um resultado facilmente visualizado pelo
produtor/proprietario, caso a vacina seja comercializada. Isso estimularia a adogao
de um regime de vacinagdo sistematica contra carrapatos, podendo levar ao
estabelecimento da imunidade dos rebanhos. Ainda, uma unica formulagao
multicomponente foi capaz de induzir resposta protetora em hospedeiros bovinos e
apresentou potencial para proteger também hospedeiros caninos contra as
infestagbes por carrapatos R. microplus e R. sanguineus, respectivamente,
indicando ser possivel a produ¢cdo de uma vacina anti-carrapatos multicomponente
comum para ambas as espécies.

Embora o efeito protetor da formulacdo multicomponente tenha sido
observado, os mecanismos indutores de imunidade protetora ndo foram elucidados
neste trabalho. Entender como se desenvolve a imunidade protetora contra
antigenos especificos é essencial para o desenvolvimento e triagem racional de
novos antigenos a serem testados como vacinas de subunidade associadas ou nao
a outros antigenos. Entender como se estabelece a imunidade protetora pode ser
importante também para desvendar mecanismos associados a resisténcia e
susceptibilidade mediada por variabilidade genética, o que pode auxiliar no
delineamento mais eficaz de estratégias de selegdo de animais resistentes para
composi¢cao dos rebanhos bovinos.

Por fim, este trabalho mostra que antigenos salivares sdo indutores de
resposta imunolégica de memoaria capaz de ser reestimulada pela infestagao natural
para bovinos, o que pode levar ao aumento progressivo da prote¢ao vacinal, ou ao
menos estabelecimento de niveis estaveis de componentes imunoldgicos protetores
nos rebanhos vacinados. A continuidade deste trabalho, através da caracterizacao
dos mecanismos protetores induzidos pela vacinagao, producado e teste de novos
antigenos e construgcdo de vacinas baseadas em epitopos das diversas proteinas

testadas, apresenta potencial para a producdo de uma vacina comercial anti-
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carrapatos capaz de diminuir os prejuizos e transmissdo de doengas associados a

infestacao por estes parasitas.
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Apéndice | - Calendarios de experimentag¢ao animal

Tabela 8. Calendario de atividades do experimento de imunizag&o de bovinos |

Dia Atividade
D-57 Exame fisico, coleta de sangue, pesagem
D-50 Infestagdes para randomizagéao, coleta de sangue
D-49, D-48 Infestacbes para randomizagao
D-35 Coleta de sangue
D-30 Inicio da contagem de teledginas para randomizagao
D-20 Fim da coleta de teledginas para randomizacéo, coleta de
sangue
D-7 Exame fisico, coleta de sangue, pesagem
D-5 Coleta de sangue (soro e isolamento de células PBMC)
DO Coleta de sangue, exame fisico, pesagem

12 vacinagao

D+5, D+10, Coleta de sangue

D+15 e D+20
D+21 Exame Fisico, coleta de sangue, pesagem
D+25 Coleta de sangue
D+28 Coleta de sangue

22 vacinagao

D+33, D+36, | Coleta de sangue
D+39

D+42 Coleta de sangue, exame fisico, pesagem

D+45, D+48 Coleta de sangue

Coleta de sangue

D+59 a .
32 vacinagao

D+62 Coleta de sangue, exame fisico, pesagem
D+65, D+68, | Coleta de sangue

D+71
D+72, D+73 Coleta de sangue para isolamento de células — PBMC

D+74 Infestagdo — 12 aplicagao de larvas

D+75 Infestacéo — 22 aplicagao de larvas

D+76 Infestacdo — 32 aplicagao de larvas

D+84 Coleta de sangue, exame fisico, pesagem

D+97 Inicio da coleta de teledginas

D+104 Coleta de sangue, exame fisico, pesagem

D+109 Fim da coleta de teledginas

D+117 Inicio da pesagem de ovos

D+129 Fim da pesagem de ovos

D 142 Inicio da pesagem de larvas

D+150 Fim da pesagem de larvas
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Tabela 9. Calendario de atividades do experimento de imunizagao de bovinos |l

Dia Atividade
D-31 Exame fisico, coleta de sangue, pesagem
D-31 a D-29 Contagem de teledginas para randomizagao
D-21, D-14 Coleta de sangue
D-5 Coleta de sangue (soro e isolamento de células PBMC)
DO Coleta de sangue, exame fisico, pesagem
12 vacinagao
D+7 Coleta de sangue, exame fisico, pesagem
D+14, D+21 Coleta de sangue
D+28 Coleta de sangue, exame fisico, pesagem
22 vacinagao
D+35 Coleta de sangue, exame fisico, pesagem
D+42, D+49 Coleta de sangue
D+56 Coleta de sangue, exame fisico, pesagem
32 vacinagao
D+63 Coleta de sangue, exame fisico, pesagem
D+70, D+77 Coleta de sangue
D+79 a D+83 Coleta de sangue para isolamento de células — PBMC
D+84 Infestagao — 12 aplicagao de larvas
D+86 Infestacdo — 22 aplicagao de larvas
D+88 Infestacdo — 32 aplicagao de larvas
D+91 Infestacdo — 42 aplicagao de larvas
D+93 Infestacdo — 52 aplicagao de larvas
D+95 Infestacdo — 62 aplicagao de larvas
D+102 Coleta de sangue, exame fisico, pesagem
D+109 Inicio da contagem de teledginas
D+123 Inicio da pesagem de ovos
D+133 Fim da contagem de teledginas
D+147 Fim da pesagem de ovos
D+149 Inicio da pesagem de larvas
D+173 Fim da pesagem de larvas
D+160 Coleta de sangue, 22 infestagcdo — 12 aplicagao de larvas
D+162 Infestacdo — 22 infestagdo — 22 aplicacao de larvas
D+167D Coleta de sangue
D+174 Coleta de sangue
D+181 Coleta de sangue
D+187 Inicio da contagem de teledginas
D+188 Coleta de sangue
D+195 Coleta de sangue
D+201 Inicio da pesagem dos ovos
D+202 Coleta de sangue
D+209 Coleta de sangue
D+210 Fim da contagem de teledginas
D+224 Fim da pesagem dos ovos
D+226 Inicio da pesagem das larvas
D+249 Fim da pesagem das larvas




Tabela 10. Calendario de atividades do experimento de imunizacao de caes

Dia Atividade
-2 Coleta e isolamento de PBMC, ensaio in vitro de estimulo
celular de sangue total
0 Coleta de sangue
12 imunizagao
7 Coleta de sangue
14 Coleta de sangue
21 Coleta de sangue
28 Coleta de sangue
22 imunizagao
35 Coleta de sangue
49 Coleta de sangue
56 Coleta de sangue
32 imunizagao
63 Coleta de sangue
70 Coleta de sangue
77 Coleta de sangue
84 Coleta de sangue
4? imunizagao
91 Coleta de sangue
98 Coleta de sangue
105 Coleta e isolamento de PBMC, ensaio in vitro de estimulo
celular de sangue total
113 Teste de hipersensibilidade cutdnea — inoculagao
114 Teste de hipersensibilidade cutdanea — acompanhamento 24 h
115 Teste de hipersensibilidade cutanea — acompanhamento 48 h
116 Teste de hipersensibilidade cutanea — acompanhamento 72 h
117 Coleta de sangue
187 Coleta de sangue, inicio da infestagao
200 Coleta de sangue, fim da infestagcao
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Prezado(a):
Esta & uma mensagem automatica do sistema Solicite CEUA que indica mudanca na situagcdo de uma solicitagdo.

Protocolo CEUA: 95/2017

Titulo do projeto: Elaboracdo de uma vacina multicomponente anti-carrapatos para caes
Finalidade: Pesquisa

Pesquisador responsavel: Ricardo Toshio Fujiwara

Unidade: Instituto de Ciencias Biologicas

Departamento: Departamento de Parasitologia

Situacéao atual: Decisdo Final - Aprovado

Aprovado na reunido do dia 22/05/2017. Validade: 22/05/2017 a 21/05/2022

Belo Horizonte, 23/05/2017.
Atenciosamente,

Sistema Solicite CEUA UFMG
https://aplicativos.ufmg.br/solicite_ceua/

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Anténio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il — 2° Andar, Sala 2005
31270-901 - Belo Horizonte, MG — Brasil
Telefone: (31) 3409-4516
www.ufmg.br/bioeticalceua - cetea@prpq.ufmg.br




o

i\.lu\.f\u w’[:x

COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAIS DA NOWAVET

Coédigo CEUA: 56/2016

Certificamos que a proposta intitulada “Determinacio da Eficicia vacinal de seis
imunégenos recombinantes contra o carrapato Rhipicephalus microplus,” registrada
com o n2 34/2016, sob a responsabilidade do Médico (a) Veterindrio (a) Dr2
ELISANGELA DE SOUZA NEVES CRMV — MG 8797 que envolve a Jtilizagéo de animais
do Filo Chordata, subfilo Vertebrata, para fins de pesquisa cientifica, encontra-se de
acordo com os preceitos da Lei n? 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n®
6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi APROVADO pela COMISSAO DE
ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da NOWAVET no dia 03/08/2016.

Finalidade Pesquisa Cientifica

Vigéncia de Autorizac3o 6 meses

Espécie/linhagem/raca Bos taurus taurus- Holandesa

N2 de Animais 12 animais

Peso/ldade Entre 150 e 200 Kg/Em 12 e 24 meses

Sexo Machos

Origem Todos os animais sdo procedentes de
propriedade do Cena

Vigosa 03 de Agosto de 2016.
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Assinatura do Coordenador d EUA ou Sub-Coordenador da CEUA
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COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAIS DA NOWAVET

Codigo CEUA: 36/2017

Certificamos que a proposta intitulada “Determinacdo da eficicia vacinal de antigenos
recombinantes contra o carrapato Rhipicephalus microplus” registrada com o n? 043/2017,
sob a responsabilidade do Médico (a) Veterinario (a) Dr2 ELISANGELA DE SOUZA NEVES CRMV
— MG 8797 que envolve a utilizagdo de animais do Filo Chordata, subfilo Vertebrata, para fins
de pesquisa cientifica, encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n? 11.794, de 8 de
outubro de 2008, do Decreto n? 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi APROVADO pela
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da NOWAVET no dia 09/06/2017.

Finalidade Pesquisa Cientifica

Vigéncia de Autorizagdo 6 meses
Espécie/linhagem/raca Bos taurus taurus.

N2 de Animais 18 animais

Peso/Idade 140-250 Kg/ 12 a 24 meses
Sexo 18 Machos

Origem Centro Experimental Nowavet

Vigcosa 09 de Junho de 2017.
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Assinatura do Co%:ienador da CEL'Kou Sub-Coordenador da CEUA




