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LISTA DE ABREVIATURAS, SIMBOLOS E UNIDADES

°C graus Celsius
h hora

min  minuto

S segundo

g grama

mg  miligrama
ug micrograma

ng nanograma
1 litro

ml mililitro

ul microlitro

kDa  quilodalton = 1000 dalton
M molar

mM  milimolar

uM  micromolar

nM  nanomolar

nm  nandmetro

g gravidade

MHz megahertz

gsp  quantidade suficiente para

BCIP 5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato
NBT tretazolio nitroazul

OPD o-phenilenediamino

rBmCRT Calreticulina de Rhipicephalus (Boophilus) microplus recombinante
rHICRT Calreticulina de Haemaphysalis longicornis recombinante
HuCRT Calreticulina humana

DNA 4cido desoxirribonucléico

ELISA ensaio imunoabsorvente de ligagdo enzimatica
IgG  imunoglobulina G

IPTG isopropionil-B-D-tiogalactopiranosidio

LPS lipopolissacarideo

PAGE eletroforese com gel de poliacrilamida

SDS  dodecilsulfato de sodio

PBS solugdo salina tamponada com fosfato

PBMC células mononucleares do sangue periférico



RESUMO

O carrapato Riphicephalus (Boophilus) microplus é um ectoparasito hematofago
que infesta os rebanhos bovinos de regides tropicais e subtropicais, causando grandes
prejuizos a pecuaria. O principal método de controle baseia-se nos acaricidas. No entanto,
o uso de vacinas tem sido estudado como um método de controle alternativo. A
calreticulina (CRT) ¢ uma proteina multifuncional presente em quase todas as células de
animais. A secre¢do da CRT durante a alimentacdo pode estar relacionada a modulagdo da
interagdo parasita hospedeiro. No presente estudo, as CRTs de R. microplus (rBmCRT) e
do Haemophisalis longicornis (rHICRT) foram expressas em Escherichia coli e purificadas
por cromatografia. As propriedades imunogénicas e antigénicas da BmCRT e HICRT
foram analisadas por diferentes métodos. In silico, foram comparandos os epitopos das
CRTs pelo indice de Jamerson-Wolf, que mostrou 6 regides com potenciais epitopos
antigénicos diferentes entre as CRTs. Enquanto, a analise in silico, da rBmCRT e rHICRT
mostraram 6 regides que podem interagir com a proteina C1q. In vitro, por Western blot, a
rBmCRT, mas ndo a rHICRT, foi reconhecida pelo soro de bovino infestado
experimentalmente com R. microplus. Em Western blot de extrato de larvas, os soros do
coelho imunizado com rBmCRT e bovinos imunizados com rBmCRT ou rHICRT
reconheceram a BmCRT, sugerindo que os anticorpos direcionados as proteinas
recombinantes também reconhecem a proteina nativa BmCRT. Também a rBmCRT
mostrou um efeito anticoagulante no teste de recalcificagao plasmatica. In vivo, a rBmCRT
e rHICRT induziram rea¢des de hipersensibilidade cutanea imediata em bovinos
imunizados com rBmCRT ou rHICRT, mas ndo foi possivel detectar alteragdes na analise
histopatologica. Juntos, estes resultados sugerem, que a rBmCRT e rHICRT sao
imunogénicas e pode ter funcdes imunomoduladoras sobre o sistema imune do hospedeiro,

mas nao suficiente para prevenir o desenvolvimento da imunidade humoral.

Palavras-chave: Rhipicephalus (Boophilus) microplus, rBmCRT, rHICRT,

anticoagulante, sistema complemento, carrapato, bovinos.



ABSTRACT

The tick Riphicephalus (Boophilus) microplus is a blood-sucking ectoparasite of
bovines from tropical and subtropical regions, causing serious damages to the livestock
production. The main method of control is based on the acaricides. However, the use of
vaccines has been studied as a promising control method. The calretirulin (CRT) is a
multifunctional protein present in almost all cells of animals. The secretion of CRT during
feeding might be linked to the modulation of the parasite-host interaction. In the present
study, recombinant CRTs of R. microplus (rBmCRT) and of Haemaphysalis longicornis
(rHICRT) were expressed in Escherichia coli and purified by ion exchange
chromatography. The immunogenic and antigenic capacities of BmCRT e HICRT were
analyzed by different methods. In silico, were comparisons of the CRTs epitopes,
identified by Jameson-Wolf antigenic index, indicates that there are three different regions
between the tick CRTs. While, in silico analysis showed 6 regions in rBmCRT and in
rHICRT that could interact with C1q protein. In vitro, by Western blot, rBmCRT, but not
rHICRT, was recognized by the serum of bovine experimentally infested with R.
microplus. In Western blot with extracts of larvae, the sera of a rabbit immunized with
rBmCRT and bovines immunized with rBmCRT or rHICRT recognized BmCRT; this
suggests that antibodies directed to recombinant proteins also recognize native BmCRT.
Also, the rBmCRT showed an anticoagulant effect in recalcification time. In vivo, the
rBmCRT and rHICRT induced reactions of immediate cutaneous hypersensitivity in
bovines immunized with rBmCRT and rHICRT, but it was not possible to detect alterations
in histopathologic test. Together, these results suggest that the rBmCRT and rHICRT are
immunogenic and could have immunomodulatory functions on the immunity system of the

host, but not enough to prevent the development of humoral immunity.

Keywords:  Rhipicephalus  (Boophilus)  microplus, rBmCRT, rHICRT,

anticoagulant, complement system, tick, bovine.



INTRODUCAO

Carrapato Riphicephalus (Boophilus) microplus

O Boophilus microplus (CANESTRINI, 1887), popularmente conhecido no Brasil
como carrapato do boi ou carrapato sul americano do boi, ¢ um ectoparasito hematofago
origindrio da Asia que parasita praticamente somente bovinos. E esporadicamente
encontrado em outras espécies. Atualmente classificado como Rhipicephalus (Boophilus)
microplus (HORAK, et al 2002), este carrapato pertence ao filo Arthropoda, classe
Arachnida, ordem Acari, Sub-ordem Ixodida e familia Ixodidae, conhecida como familia
dos carrapatos duros. Os membros da ordem Acari diferem de outros aracnideos, ndo tendo
o corpo segmentado, pecas bucais modificadas e as larvas tendo trés pares de patas,
enquanto as ninfas e adultos tem quatros pares (URQUHART et al., 1998; IACET, 2006).
O R. microplus é um dos principais parasitos que afetam a pecuaria entre os paralelos 32°N
e 32°S, abrangendo os rebanhos da América, Africa, Asia e Oceania (JOHNSTON et al.,
1986). O parasitismo causado pelo carrapato bovino acarreta significativo dano econdmico
a pecuaria bovina (HORN & ARTECHE, 1985), causando grandes perdas na producdo de
leite ¢ carne (SUTHERST et al., 1983), danos ao couro causados pelas lesoes e reagodes
inflamatorias nos pontos de fixa¢ao do carrapato (SEIFERT et al., 1968), além de ser vetor
de protozoarios do género Babesia ¢ da riquétsia Anaplasma marginale (McCOSKER,
1981; YOUNG & MORZARIA, 1986). Estima-se que, anualmente, as perdas decorrentes
da infestagdo pelo R. microplus cheguem a 1 bilhdo de dolares americanos no Brasil
(GOMES, 2000). Estudos recentes indicam a possibilidade de estimar a infestacdo de
carrapatos e atribuir seu efeito, sugerindo que cada carrapato ingurgitado seja responsavel
por perdas de mais de um grama de peso vivo (JONNSON, 2006).

Atualmente o Brasil ¢ um dos maiores produtores de carne bovina do mundo,
possui um rebanho bovino de aproximadamente 200 milhdes de cabecgas, sendo o sétimo
maior produtor mundial de leite, com 23.320 toneladas em 2005 e exportando
aproximadamente 2,1 bilhdes de dolares em carne no primeiro semestre de 2006
(EMBRAPA, 2006; CNPC, 2006). Neste contexto, o controle do carrapato bovino ¢
fundamental para a manuten¢do da sanidade do rebanho nacional e o desenvolvimento da

bovinocultura.
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Ciclo de vida

As teledginas (fémeas completamente ingurgitadas) ao desprenderem-se do
hospedeiro caem ao solo, dando inicio a fase de vida livre que pode variar
aproximadamente 20 dias, quando ha boas condi¢des climaticas, até varios meses em
condicdes adversas de temperatura e umidade. As teledginas possuem geotropismo
positivo e buscam abrigo no solo e vegetacao para iniciar o processo de postura, logo apds
o periodo de pré-postura que, em temperatura ideal, dura de 2 a 3 dias podendo se estender
por muitos dias em épocas de frio. A ovoposi¢do pode chegar a 3.000 ovos/teledgina, em
temperatura de 27 °C e umidade superior a 70% que sdo condi¢des ideais para o
desenvolvimento do R. microplus (GONZALES, 1995). Nestas condigdes, o periodo de
postura dura aproximadamente de 12 a 15 dias. Aproximadamente sete dias ap6s o final da
postura, inicia-se a eclosdo dos ovos, que dura em torno de 5 dias. Ap6és um periodo de
aproximadamente 7 dias as neolarvas transformam-se em larvas infestantes, aptas a iniciar
a fase de vida parasitaria. Em baixas temperaturas as larvas podem sobreviver por varios
meses, mas a capacidade infestante restringe-se aos primeiros 90 dias (GONZALES,
1995).

No inicio da fase de vida parasitéria, a larva infestante se fixa no hospedeiro e esta
fase de vida parasitaria dura em média 21 dias. As larvas migram para determinadas
regides corporais, como a regido posterior das coxas e as regides perianal e perivulvar, as
quais sao mais propicias para o seu desenvolvimento em virtude da espessura,
vascularizacdo e temperatura da pele, bem como pela dificuldade de autolimpeza do
hospedeiro (WAGLAND, 1978; CORDOVES, 1996). Durante a fase parasitiria, o
carrapato passa por varios instares até atingir a fase adulta. Os instares e seus respectivos
periodos de duragdo sdo: larva a metalarva (4 dias, em média); metalarva a ninfa (4 dias);
ninfa a metaninfa (3 dias); a partir desta etapa ocorre a diferenciagdo sexual; metaninfa a
neandro (3 dias) e gonandro (1-2 dias) — macho adulto; metaninfa a nedgina (4 dias);
nedgina a partendgina (3 dias) e partendgina a teledgina (3-4 dias) — fémea adulta

(GONZALES, 1995).
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Meétodos de controle

Controle quimico

Ao longo do tempo foram utilizados, seqiiencialmente, acaricidas baseados em
compostos arsenicais, organoclorados, organofosforados, carbamatos, formamidinas,
piretroides e avermectinas (GEORGE et al., 2004). Os acaricidas quimicos, se
corretamente aplicados, sdo eficientes e de custo efetivo, no entanto, freqiientemente sao
utilizados incorretamente, selecionando populagdes de carrapatos resistentes aos principios
ativos utilizados e causando acumulo de residuos em alimentos (WILLADSEN, 2006).
Com a finalidade de determinar o melhor momento de aplicagdo dos acaricidas em Bos
indicus e seus cruzamentos JONSSON, (2006) utilizaram a formula n = C x 10°/Pdkt,
desenvolvida por SUTHERST et al., (1983) onde “n” ¢ o menor niimero de carrapatos que
a aplicacgdo de acaricida ¢ viavel, “C” o custo de aplicacdo do acaricida por cabega ($), “P”
o preco do boi vivo ($), “d” a perda (g) de peso vivo por carrapato ingurgitado, “k” a

“t”

propor¢do de carrapatos mortos a cada banho e ¢ o nimero médio em dias que o
carrapato parasita o hospedeiro (21 dias para R. microplus). Foi determinado que acima de
100 carrapatos ¢ a quantidade mais econdmica de carrapatos parasitando um bovino para
realizacdo de banho com acaricida. No entanto, o uso freqiiente e disseminado de
acaricidas também favorece a selecdo de populagdes de carrapatos resistentes
(RODRIGUEZ-VIVAS, 2006). Na década de 30, foram descritos os primeiros casos de
resisténcia aos compostos arsenicais. A partir disso, novos casos de resisténcia, para as
diferentes drogas introduzidas, foram descritos ao longo do século XX (SEDDON, 1967;
WHARTON et al., 1980; MARTINS et al., 2001; GEORGE et al., 2004). O R. microplus
pode apresentar resisténcia mais rapidamente que outros carrapatos, presumivelmente, pelo
menor periodo de tempo entre as geracoes (KOCAN, 1995). Novos acaricidas, como 0s
inibidores de desenvolvimento fluazuron e fipronil, estdo sendo avaliados para serem

utilizados contra carrapatos, ndo sendo detectado nenhum caso relevante de resisténcia até

o momento (SABATINI et al., 2001; GEORGE et al., 2004).
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Controle biologico

No campo, o R. microplus encontra inimeras adversidades, que o dificultam ou
impedem de completar o ciclo biologico. O estudo dos inimigos naturais dos carrapatos
amplia as alternativas de utilizagdo de métodos de controle individual ou associado. Vérias
formas de controle podem ser citadas como a garga vaqueira Egretta ibis (ALVES-
BRANCO et al., 1983) ¢ as formigas que podem reduzir o nivel de infestagio em uma
determinada area (GONZALES, 1995), além de alternativas como a selecdo de ragas
menos sensiveis ao carrapato (JONSSON, 2006), o manejo do rebanho (WHARTON et al.,
1980), a rotagdo de pastagens (ELDER et al., 1980), o cultivo de forrageiras que dificultam
o desenvolvimento das fases livres do carrapato (SUTHERST et al., 1982; FARIAS et al.,
1986; BASSO et al, 2005) ¢ as condigdes climaticas (SUTHERST, et al., 2006)
influenciam no ciclo de desenvolvimento dos carrapatos.

O tipo de vegetacdo ¢ um dos fatores capazes de influenciar o ciclo do carrapato,
pastagens nativas com vegetacdo arbustiva proporcionam abrigo para as teledginas em
postura, enquanto que algumas pastagens, por serem toxicas, repelentes ou por
imobilizarem as larvas através de secre¢des ou estruturas da planta, podem limitar bastante
o nimero de carrapatos. Em especial, o plantio de gramineas do género Stylosanthes
(SUTHERST et al., 1982) e do capim gordura (Melinis minutiflora) (FARIAS et al., 1986)
podem contribuir consideravelmente para o controle do carrapato. Estudos demonstraram
que M. minutiflora, S. scabra e S. viscosa possuem agao repelente € podem causar a morte
de larvas do carrapato (FARIAS et al., 1986). A rotagdo de pastagens ¢ outra pratica de
manejo que comprovadamente reduz o nivel de infestagdo pelo R. microplus,
especialmente nas épocas de pico parasitario (ELDER et al., 1980, NORTON et al., 1983).

Viérios patogenos tem sido estudados no controle biologico de pestes, SAMISH et
al. (2004) relataram a existéncia de 96 formula¢des baseadas em microorganismos. Porém,
apenas algumas espécies foram avaliadas contra carrapatos, sendo que os fungos
Metarhizium anisopliae e Beauveria bassiana tem sido os mais estudados e parecem os
mais promissores (SAMISH et al., 2004). O M. anisopliae, um deuteromiceto
entomopatogénico, ¢ altamente patogénico para carrapatos Ixodes scapularis (ZHIOUA et
al.,, 1997) e R. microplus (FRAZZON et al., 2000). No Brasil, ja foram encontrados
isolados de M. anisopliae infectando naturalmente o R. microplus (DA COSTA et al.,
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2002). Avaliagao in vitro de 12 isolados de M. anisopliae sobre fémeas ingurgitadas de R.
microplus mostraram que existem isolados mais patogénicos e que podem causar morte de
até 100% dos carrapatos infectados in vitro, dependendo da concentragdo de esporos na
suspensdo utilizada (FRAZZON et al., 2000). Outros estudos demonstraram que os fungos
B. bassiana ¢ M. anisopliae induziram uma taxa de mortalidade de aproximadamente 30%
em Rhipicephalus appendiculatus adultos alimentados em coelhos, enquanto que M.
anisopliae induziu mortalidade de 37% em Amblyomma variegatum adultos. E interessante
ressaltar que estes fungos ndo perdem sua capacidade de infec¢do sobre o carrapato quando
sdo incubados com acaricida por mais de 5 dias, mantendo o crescimento e suas
caracteristicas morfologicas normais (KAAYA et al., 1996, BAHIENSE, 2006). BASSO et
al. (2005) avaliaram o efeito de M. anisopliae na populagido de B. microplus e a influéncia
das pastagens Brachiaria brizantha e Tifton 85 (Cynodon spp.) nessa interagdo,
evidenciando menor nimero de larvas no Tifton, indicando que o tipo de pastagem
favoreceu a agdo do fungo. Esse resultado demonstra que a associacdo de medidas de
controle pode potencializar o resultado do controle biologico. Bactérias, como Escherichia
coli, Cedecea lapagei e Enterobacter agglomerans sdo naturalmente encontradas no
aparelho reprodutor feminino do carrapato e também tém sido estudadas no controle
bioldgico. Existem relatos de uma diminui¢ao de até 47% na ovoposicao quando teledginas
de R. microplus foram submersas em suspensdo de C. lapagei (BRUM, 1988). Outros
organismos parasitas, tais como nematddeos, tem sido também avaliados como ferramentas
no controle biologico de carrapatos, ja& que tém se mostrado eficientes no controle de
insetos (SAMISH et al., 2001).

Outra estratégia envolvendo controle bioldgico € a utilizagdo de compostos naturais
como pesticidas. DAVEY et al. (2001) testaram em bovinos diferentes concentragdes de
“spinosad”, um acaricida natural de Sacharopolyspora spinosa (actinomiceto), obtendo
uma drastica redu¢ao no niumero de fémeas ingurgitadas, na massa de ovos e no indice de
fecundidade do R. microplus. O extrato de Sapindus saponaria, uma arvore rica em
saponinas ¢ encontrada nos EUA, México, Argentina e Brasil, foi testado in vitro contra
larvas de R. microplus, demonstrando excelente agdo larvicida (FERNANDES et al.,
2005). Resultado semelhante foi obtido com 6leo essencial extraido de 3 espécies de

Eucalyptus (CHAGAS et al., 2002). A utilizagdo de ferormonios para captura e controle
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dos carrapatos apresenta alguns resultados promissores, mas ainda precisam ser melhor

estudados (SONENSHINE, 2004).

Controle imunoldgico

Sdo reconhecidas as condi¢des de resisténcia imune ao carrapato em bovinos e que
sua origem ndo ¢ inata, e sim adquirida durante as sucessivas infestagdes pelo parasita
(ALLEN, 1994). A diferenca na habilidade do B. taurus e¢ B. indicus em desenvolver
imunidade protetora naturalmente adquirida foi reconhecida em 1918 por JOHNSTON &
BRANCOFT que publicaram o primeiro artigo que relata o fenomeno (BROWN, 1988). A
imunidade ¢ observada apds a primeira infestacdo por carrapatos e mediada por dois tipos
de respostas imunologicas: a resposta inata e a resposta adquirida (WIKEL et al., 1997),
que envolvem células apresentadoras de antigenos, citocinas, anticorpos, linfocitos B e T,
granulocitos, entre outras células e moléculas (WIKEL, 1996). Os primeiros trabalhos de
controle de carrapatos pelo sistema imunologico foram fundamentados pela transferéncia
passiva de imunidade de animais resistentes para animais suscetiveis. Apesar do limitado
grau de protecdo, ROBERTS et al., (1976) demonstraram transferéncia passiva de
imunidade através da transferéncia de soro de bovinos resistentes ao R. microplus para
bovinos sensiveis, confirmando o envolvimento de anticorpos na resisténcia adquirida.
WIKEL & ALLEN, (1976) demonstraram a importancia dos linfocitos na resposta
adquirida contra Dermacentor andersoni, através da transferéncia de células de linfonodos
de cobaias resistentes para suscetiveis. Bovinos infestados naturalmente com carrapatos
desenvolvem linfocitos T e B de memoria, que permitem uma resposta mais eficiente em
futuras infestagoes (WIKEL, 1996). Apesar da importancia dos linfocitos T na indugdo e
manuten¢gdo de uma resposta eficaz ser bem definida, ainda ndo foi elucidado qual a
importancia de cada tipo de resposta (celular ou humoral) para a protecdo contra o
carrapato (WIKEL et al., 1997; WILLADSEN, 2004; RUIZ, et al., 2006). Acredita-se que
a resisténcia imunoldgica ao carrapato seja pela agdo de anticorpos, complemento ou
reacdes de hipersensibilidade (VALENZUELA, 2004).

As células inflamatorias liberam histamina que inibem a salivacdo do carrapato e
sua alimentacdo (PAINE, 1983). MUKALI et al., (2002) induziram hipersensibilidade
cutdnea imediata administrando extrato de ninfas ndo alimentadas em caes infestados

repetidas vezes, sugerindo que em caes a imunidade celular ¢ um importante mecanismo de
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resisténcia aos carrapatos. No entanto, reacdes celulares nos locais de fixagdo do carrapato
variam entre individuos susceptiveis e resistentes (WIKEL, 1996).

A avaliagdo do padrao de resposta humoral em bovinos parcialmente resistentes
(racas zebuinas) e suscetiveis (ragas européias) a infestagdo por R. microplus foi
determinada por KASHINO et al. (2005), encontrando maiores niveis de IgG anti-saliva
em animais da raga Nelore (zebuinos) comparado a bovinos da raga Holandesa ¢ Abeerden
(européias).

A administracdo de imunossupressores inibe a resisténcia a carrapatos tornando os
individuos susceptiveis (WIKEL et al., 1976b; WILLADSEN, 2004). Ao longo da
evolucdo, os carrapatos desenvolveram maneiras de suprimir ou evadir as respostas imunes
do hospedeiro. Um exemplo dessa adaptagdo ¢ a saliva dos artrépodes hematdfagos, que
contém moléculas anti-hemostaticas, vasodilatadoras, antiinflamatorias e
imunomoduladoras, que facilitam o processo de alimentacdo e transmissdo de patdgenos
(RIBEIRO, 1989; NUTTALL et al.,, 2004). Essa imunomodulacdo ¢ particularmente
importante para os carrapatos, inclusive o R. microplus, que permanece se alimentando em
um unico hospedeiro por varios dias (WIKEL et al., 1997). O R. microplus consegue inibir
a resposta humoral, a ativagdo do sistema complemento, a proliferacdo de linfocitos T,
producdo de citocinas e mediadores quimicos como histamina e serotonina
(VALENZUELA, 2004; BROSSARD et al., 2004).

Apesar das substancias imunomoduladoras do carrapato o bovino adquire
resisténcia através da produgdo de anticorpos contra substincias da saliva do carrapato
(KASHINO et al., 2005). Segundo WILLADSEN (1987), o repertorio de antigenos em
potencial, ou seja, moléculas do parasita que possam ser encontradas pelo sistema imune
do hospedeiro durante a alimentacdo ¢ bastante limitado, enquanto que a variedade de
moléculas do parasita que ¢ exposta aos componentes do sangue do hospedeiro durante a
ingurgitagdo ¢ grande. Surgindo assim o conceito de “antigenos ocultos”, ou seja, aqueles
que nunca sdo diretamente expostos ao sistema imune do hospedeiro durante uma
infestagcdo por carrapatos. A utilizagdo de "antigenos ocultos" sugere que possam aumentar
a resposta protetora, tendo em vista que sdo moléculas desconhecidas do sistema imune do
hospedeiro e portanto os parasitas ndo desenvolveram mecanismos de evasdo para a
resposta imune. No entanto, ha necessidade de revacinagdo para manutengdo da protegdo,

porque na infestacdo natural ndo ocorre o estimulo do sistema imune do hospedeiro
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(WILLADSEN, 2004). A identificagdo da glicoproteina Bm86 (antigeno oculto), isolada
de intestino no R. microplus por WILLADSEN et al., (1988) estimulou a pesquisa de
outras proteinas capazes de induzir resposta imunoldgica em bovinos imunizados.
Baseados neste antigeno, duas vacinas comerciais foram langcadas no mercado: a
“TickGard”, desenvolvida na Australia pela Divisdo de Ciéncias Animais Tropicais do
CSIRO, e a “Gavac” desenvolvida no Centro de Engenharia Genética e Biotecnologia de
Cuba. As duas vacinas sao produzidas em sistema heterdlogo, porém, a proteina da
TickGard ¢é obtida em E. coli e a da Gavac em Pichia pastoris. Embora essas vacinas
estejam comercialmente disponiveis, elas ndo asseguram o grau de prote¢do necessario
para suprimir o uso de acaricidas (WILLADSEN et al., 1996, JONSSON et al., 2000).
Portanto, novos antigenos continuam sendo estudados como o antigeno oculto denominado
Bm91, identificado pelo grupo Australiano, que em associacdo com a Bm86 aumenta a
eficacia da vacinagdo (RIDING et al., 1994, WILLADSEN et al.,1996). Resultados de
protecdo parcialmente efetiva com diferentes antigenos geraram confiangca sobre a
viabilidade técnica de desenvolvimento de uma vacina. Todavia, mesmo diante do
lancamento no mercado de vacinas contra carrapato ¢ consenso a necessidade da busca de
novos antigenos ocultos e naturalmente expostos ao sistema imune do hospedeiro para
aprimorar a eficiéncia da imunizagao.

LOGULLO et al. (1998) purificaram um precursor de proteinase aspartica de R.
microplus, a BYC (Boophilus Yolk Cathepsin). Esse antigeno demonstrou degradagdo da
vitelina durante a embriogénese. Experimentos de inoculacdo de anticorpos monoclonais
anti-BYC em teledginas, no inicio da postura, demonstraram redu¢@o no peso de ovos e na
sobrevivéncia das teledginas durante a postura (DA SILVA VAZ Jr. L., et al., 1998). Além
disso, bovinos imunizados com BYC recombinante e desafiados com 20.000 larvas de
carrapatos apresentaram protecdo global de 25,24% (LEAL, et al., 2006). Esta protecdo
parcial obtida com a BYC recombinante foi similar aos descritos com a BYC nativa (da
SILVA VAZ Jr., etal., 1998).

As pesquisas estao voltadas a descoberta de novos antigenos que possam compor
uma vacina anticarrapatos. Para isso, sdo investigadas diversas moléculas envolvidas em
vias metabolicas importantes para a sobrevivéncia dos parasitas. Para exemplificar

descreveremos alguns antigenos com potencial vacinal:
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Uma Glutationa S-transferase (GST) foi isolada de larvas (HE et al., 1999) e de
glandula salivar de R. microplus (ROSA DE LIMA et al., 2002). Altos niveis de expressao
de GST tém sido relacionados a resisténcia a inseticidas em varios organismos
(KAWALEK et al., 1984), além de estar associada a reagdes alérgicas mediadas por IgE
(O’NEILL et al., 1994). O aumento da expressdo de GST ¢ altamente correlacionado com
resisténcia, particularmente a compostos organofosforados (WEI et al., 2001). Embora,
ainda nao tenha sido comprovado correla¢do entre expressdo de GST em R. microplus e a
resisténcia frente aos acaricidas, DA SILVA VAZ JR, 1. et al., (2004) descreveram o efeito
de alguns acaricidas sobre a atividade enzimatica de GST.

BRAZ et al. (1999), demonstraram que o R. microplus nio sintetiza heme, obtendo
o heme necessario para o seu desenvolvimento da hemoglobina do hospedeiro. O carrapato
bovino desenvolveu, ao longo da sua evolugdo, mecanismos para obtencao e reciclagem de
heme. A THAP (Tick Heme-binding Aspartic proteinase) foi a primeira enzima descrita
com a capacidade de ligar heme e ter sua atividade regulada por esta molécula. Existem
indicios que o substrato natural dessa proteina ¢ a vitelina, que no caso do carrapato ¢ uma
hemeproteina. Experimentos in vitro para mensurar a capacidade de ligagdo de heme a
vitelina, demonstraram que cada molécula de vitelina é capaz de ligar até 31 moléculas de
heme, impedindo a formagao de radiais livres (LOGULLO et al., 2002).

Uma cisteino endopeptidase degradadora de vitelina (VTDCE) foi purificada e
caracterizada a partir de ovos de R. microplus (SEIXAS et al., 2003). Essa enzima ¢
naturalmente associada a vitelina, sendo ativada por acidificacdo. Foi demonstrado
atividade em larvas ndo alimentadas, ovarios e ovos de fémeas ingurgitadas, sugerindo um
papel na embriogénese do carrapato bovino (SEIXAS et al., 2003). Assim como a BYC, o
envolvimento na embriogénese associado a capacidade imunogénica faz dessa cisteino
endopeptidase um antigeno potencial, que poderia ser utilizado em associagdo com a BYC
(SEIXAS et al., 2003).

Outras proteinas com potencial vacinal podem ser descobertas, com maior
facilidade, com o seqiienciamento do genoma do R. microplus (ULLMANN et al., 2005;
GUERREIRO et al., 2006). Os estudos realizados, até o0 momento, para confec¢do de uma
vacina contra carrapatos ndo possibilitam substituir totalmente o uso de acaricidas, sendo
indispensavel a identificacdo de novos antigenos para obter uma vacina eficiente contra R.

microplus.
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A proteina calreticulina

A calreticulina (CRT) ¢ uma proteina secretada na saliva do carrapato que se liga a
calcio. Foi primeiramente localizada no reticulo endoplasmatico de musculo esquelético
(OSTWALD et al., 1974), depois sendo identificada em um grande niimero de espécies ¢
em todas as células nucleadas de mamiferos, demonstrando sua participagdo em uma ampla
gama de fungdes celulares (MICHALAK et al., 1999). Em SDS-PAGE, a CRT apresenta
massa molecular de aproximadamente 55 kDa (OSTWALD, 1974), devido a migragdo
andmala causada pelo dominio C que ¢ altamente acido. No entanto, a massa molecular
predita através da seqiiéncia de cDNA ¢é de 46 kDa para a CRT madura de R. microplus
(FERREIRA et al., 2002).

A CRT apresenta trés dominios. O dominio N-terminal (dominio N) corresponde a
regido mais conservada entre as proteinas das diferentes espécies e ¢ somente encontrada
nesta familia de proteinas até o momento (KRAUSE et al., 1997). A por¢ao N-terminal da
calreticulina humana, denominada vasostatina, mostrou-se capaz de inibir a proliferagao de
células endoteliais sem afetar outras linhagens, suprimir angiogénese in vivo, além de
reduzir significantemente o linfoma de Burkitt e o carcinoma de célon humano (PIKE et
al., 1998; CHENG et al., 2001). Foi demonstrado posteriormente que a calreticulina
completa apresenta as mesmas atividades anti-angiogénica, que foram mapeadas na regiao
entre os aminoacidos 120 a 180 da por¢ao N-terminal, confirmando seu potencial como
inibidor da angiogénese patologica e na supressdo de tumores (PIKE et al., 1999). O
dominio N liga Zn*" envolvendo 4 residuos de histidina, mas nio liga Ca®, (MICHALAC
et al., 1999; TAN et al., 2006), o dominio N interage com o dominio ligante de DNA dos
receptores de glicocorticoides in vitro (BURNS et al.,, 1994), com a-integrinas
(COPPOLINO et al., 1997), com as proteinas disulfato-isomerase e a proteina 57 do
reticulo endoplasmatico (ERp57) (KIMURA et al., 2005). Estas interagdes proteina-
proteina sdo reguladas por Ca*" ligado ao dominio P da calreticulina (CORBETT et al.,
1999).

O dominio P ¢ o dominio interno, o qual apresenta um sitio de ligagdo de célcio
com alta afinidade e baixa capacidade e um sinal de localiza¢do nuclear que ¢ encontrado
em outras proteinas como a calnexina (BAKSH et al., 1991; KRAUSE et al., 1997). Com
trés repeticoes da seqliéncia PXXIXDPDAXKPEDWDE seguidas por trés repeticdes da
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seqiéncia GXWXPPXIXNPXYX, estas repeticdes sdo importantes para a atividade
chaperona de lectina (MICHALAK et al., 1999).

O dominio C-terminal (dominio C) é composto majoritariamente por residuos de
acido aspartico e acido glutamico, sendo altamente acidico. Apresenta alta capacidade e
baixa afinidade de ligagdo de calcio (25 mol de Ca**/mol de proteina), se liga a fatores de
coagulagdo sanguinea ¢ este dominio também ¢é encontrado em outras proteinas
(MICHALAK et al., 1999).

A inibicdo da via alternativa do complemento foi demonstrada com extrato de
glandula salivar de Ixodes ricinus inibindo fortemente a geragdo de C3a ¢ a clivagem do
fator B no soro, mas ndo tendo efeito significativo sob a formacgdo, estabilidade ou
atividade da C3 convertase (C3bBb) no soro (LAWRIE et al., 2004). No carrapato A.
americanum foi demonstrado a secre¢do de calreticulina na saliva diretamente no
hospedeiro, sendo sugerido que atue modulando o sistema imune e/ou a hemostase do
hospedeiro (JAWORKI et al.,1995). Também foi sugerido que nestes carrapatos a
calreticulina pode ser utilizada como biomarcador e que os niveis de anticorpos contra esta
proteina podem estar diretamente relacionados com indices de ingurgitagdo do parasita
(SANDERS et al., 1998; SANDERS et al., 1999).

As secregoes da glandula salivar do carrapato sdo descritas como moduladoras da
relagdo carrapato hospedeiro (RIBEIRO, 1989), sendo a CRT uma das proteinas secretadas
na saliva durante a alimentacdo (JAWORSKI, 1995). No entanto, a purificagdo e
caracterizagcdo de suas atividades sdo dificeis devido a pequena quantidade secretada na
saliva. A clonagem da regido codificante do gene e a expressdo da BmCRT em sistema
heterologo (rBmCRT) possibilita o estudo de suas func¢des bioldgicas na interagdo parasito
hospedeiro. O uso da calreticulina como potencial imunogeno em parasitas ja foi sugerido
a Necator americanum (PRITCHARD et al., 1999), Schistosoma spp (HAWN et al., 1993;
KHALIFE et al., 1994; HUGGINS et al., 1995; GENGEHI et al., 2000), além do carrapato
A. americanum (JAWORSKI et al., 1995). Além disso, reatividade cruzada de anticorpos
anti-CRT tem sido demonstrado entre carrapatos (SANDERS et al., 1998, 1999). Estes
dados sugerem que a secre¢do de CRT na saliva tenha uma fun¢do comum a todos os
carrapatos.

O Haemaphysalis longicornis, igualmente ao R. microplus, ¢ classificado como

uma carrapato duro. Pode ser encontrado no oeste da Asia e Oceania, parasitando bovinos.
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No entanto, ao inverso do R. microplus, também ¢é encontrado parasitando outras espécies.
Na Asia, é um importante vetor de Theileria sp a bovinos (ONUMA et al., 1998) e no
Japdo, de Babesia sp a humanos e animais (HOMER et al., 2000). Embora, ainda ndo
tenha sido mostrada a secre¢do de CRT junto a saliva de H. longicornis, baseado em
estudos que demonstram a reatividade cruzada de anticorpos anti-CRT entre carrapatos
(SANDERS et al., 1998, 1999), formulamos a hipotese a CRT de H. longicornis (HICRT),
fosse capaz de estimular uma resposta humoral cruzada contra a BmCRT. Portanto, neste
trabalho comparamos o potencial imunogénico da BmCRT e da HICRT e caracterizamos

algumas fungdes modulatorias da BmCRT.



OBJETIVOS

Objetivos Gerais

Analise do potencial imunogénico da rHICRT e da rBmCRT.
Caracterizagdo das fungdes da rBmCRT relacionadas com a evasdo do sistema

imune do hospedeiro.

Objetivos Especificos

Comparacao da imunogenicidade da rBmCRT e rHICRT em bovinos imunizados e
infestados com o R. microplus.

Predicdo da interagdo da rBmCRT e rHICRT com o fator do sistema complemento
Clgq.

Avaliagao do efeito a rBmCRT sobre o sistema de coagulagao do plasma bovino.



MATERIAIS E METODOS

Andlise Filogenética das sequiéncias de CRT

Uma arvore filogenética foi gerada pelo método Bootstrap neighbor-joining e
testada com 1000 repeti¢des através do programa MEGA versdo 3.1 (KUMAR, 2004). As
seqliéncias de aminoacidos deduzidos para as seqiiéncias de CRT foram acessados do
GenBank com os seguintes nimeros de acesso: Homo sapiens, AAH02500; Macaca
mulatta isoforma 1, XP 001110174; Mus musculus, AAH03453; Rattus norvegicus,
AAH62395; Bos taurus, BAB86913; Oryctolagus cuniculus, AAB20096; Gallus gallus,
AAS49610; Haemaphysalis longicornis, (ndo depositada); Amblyomma americanum,
AAR29932; Dermacentor variabilis, AAR29944; Rhipicephalus (Boophilus) microplus,
AANO03709 e Rhipicephalus sanguineus, AAR29961.

Predicdo de epitopos com potencial antigénico e sitios de ligacdo a C1q

Utilizou-se o indice de Jamerson-Wolf com o programa LASERGENE versao 7.0.0
(DNASTAR, 2006) para predi¢ao de regides com potencial determinante antigénico por
combinacdo de métodos de predicdo de estrutura protéica. Foram utilizadas, para a
predicdo, as seqiiéncias BmCRT com 411 aminodcidos (GenBank AAN03709) e HICRT
com 410 aminoacidos (ndo depositada).

Para a predigao dos sitios ligantes de C1q semelhantes aos da CRT humana, foram
alinhadas pelo algoritmo CLUSTALW usando o programa MEGA versao 3.1 (KUMAR et
al., 2004) as seqiiéncias protéicas de CRT de: Homo sapiens, (AAH02500), Bos taurus,
(BAB86913), Haemaphysalis longicornis, (nao depositada); Rhipicephalus (Boophilus)
microplus, (AANO03709), Necator americanus (CAA07254), Haemonchus contornus,
(AAR99585). O programa GeneDoc versao 2.6.003 (NICHOLAS et al., 1997) foi utilizado
para avaliar as caracteristicas fisico-quimicas conservadas dos aminoacidos.

A predigdo das estruturas tridimensionais das seqiiéncias das proteinas CRT: Homo
sapiens, (AAHO02500), Haemaphysalis longicornis, (ndo depositada); Rhipicephalus
(Boophilus) microplus, (AAN03709), foram submetidas ao ESyPred3D Web Server 1.0
(http://www.fundp.ac.be/sciences/biologie/urbm/bioinfo/esypred/). As seqiiéncias com

potencial ligante de C1q foram localizadas e avaliadas quanto a sua exposi¢do da superficie
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das moléculas dos modelos protéicos em comparagdo com a CRT humana, com auxilio do

software PYMOL ™ v.0.99.

Expressdo da rBmCRT

O plasmidio recombinante pET-5b/BmCRT, previamente clonado, foi transformado
em E. coli, linhagem AD494 DE pLysS (Novagen), e plaqueado em agar SOB contendo os
antibidticos canamicina, cloranfenicol e ampicilina. Uma coldnia isolada foi inoculada em
25 ml de meio SOB contendo ampicilina (100 ug.ml'l), canamicina (50 ug.ml'l) e
cloranfenicol (3,4 ug.ml™) e crescidas 16 horas a 37 °C sob agitagio de 180 rpm. Apds o
cultivo, as células foram coletadas por centrifugacdo a 10.000 g por 10 min e ressuspensas
em meio fresco sem antibidtico e usado para inocular em 500 ml de meio SOB em frascos
de 2 litros. Estes frascos foram incubados a 37 °C sob agitacdo de 180 rpm até alcangar
densidade o6tica 0,8 no comprimento de onda de 600 nm. Para inducdo da expressdo da
proteina, isopropiltio-pB-D-galactosida (IPTG) foi adicionado para concentracdo final de 1
mM e o cultivo incubado por 16 h a 23°C. As células cultivadas foram centrifugadas a
10.000 g por 10 min a 4°C e o sedimento ressuspenso em tampao fosfato de s6dio 10 mM,
300 mM de NaCl, pH 6,5. Para lisar as células, essas foram congeladas e descongeladas 3
vezes e sonicadas 5 vezes com ultra-som por 30 s, com intervalo de 1 min e amplitude de
40 Mhz. A fracdo soluvel e insoluvel foi separada por centrifugagdo a 10.000 g por 10 min

a 4 °C e o sobrenadante armazenado a -20 °C até o uso.

Purificacdo da rBmCRT e rHICRT

A rHICRT clonada em pET-43a/HICRT com cauda de histidina foi produzida nas
mesmas condicdes descritas para a rBmCRT, com excecdo da temperatura de expressao
que foi a 30 °C (rHICRT, gentilmente cedida por PARIZI, L. F). Depois do cultivo, o
sobrenadante do lisado das células com pET-43a/HICRT ou pET-5b/BmCRT foram
submetidos a cromatografia de troca ionica HiTrap Mono Q (Amersham Biosciences)
equilibrada com o tampao 10 mM fosfato de s6édio, 300 mM de NaCl, pH 6,5 e eluidas
com o tampao 10 mM de fosfato de sodio, 400 mM de NaCl, pH 6,5 e tampao 10 mM de
fosfato de sodio, 500 mM de NaCl, pH 6,5. As fragdes eluidas foram dialisadas em PBS e
concentradas por filtragdo com Centricon YM10 (Millipore) e utilizadas para imunizagao

dos animais. As amostras utilizadas para os testes in vitro, apos concentradas, foram
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purificadas por cromatografia de gel filtracdo. Aplicando 500 pg das amostras em coluna
de cromatografia de gel filtracdo (Superdex 75, Amersham Biosciences, de 30 ml)

equilibrada com PBS.

SDS-PAGE, Western e Dot blot

As amostras protéicas para SDS-PAGE foram preparadas com tampao Tris 250
mM pH 6,8, 2% SDS, 0,025% azul de bromofenol, 5% de glicerol, 1,0% de B-
mercaptoetanol e 5 M uréia e separadas por eletroforese em gel SDS-PAGE 12%. Para
avaliagdo do SDS-PAGE, o gel foi corado com azul de Coomassie por 1 h e depois
descorado por fervura por 5 min com agua.

Para os Western blot, ap6s a realizagdo do SDS-PAGE as proteinas foram
transferidas para membrana de nitrocelulose 0,45 um, 70 V por 1 h a 4°C em tampio
carbonato 12 mM, pH 9.9, 20% metanol (DUNN, 1986).

Para a imunodetecgao por dot blot das fragdes separadas por cromatografia de gel
filtracdo, as amostras foram adsorvidas em membrana de nitrocelulose 0,45 um por 1 h
(aproximadamente 0,5 pg de proteina por amostra).

Os sitios de ligagdo inespecificos para proteinas das membranas de nitrocelulose
foram bloqueados com blotto 5% (fosfato de soédio 10 mM, 150 mM de NaCl, 5% leite
desnatado) por 1 h a temperatura ambiente. Para a adsor¢do dos anticorpos ndo especificos
para CRTs, todos os soros (anticorpos primario) utilizados para sondagem, foram diluidos
¢ incubados previamente por 1 h a temperatura ambiente com lisado de E. coli AD494 DE
pLysS cultivado (as bactérias foram ressuspensas em PBS com 10% do volume de cultivo)
como descrita no item expressdo protéica. Para sondagem do Western blot da expressdo de
rBmCRT foi utilizado soro de coelho anti-rHICRT, ja disponivel no laboratério, diluindo
1:1000. Os conjugados anti-IgG de coelho (1:5.000), anti-IgG de camundongo (1:10.000) e
anti-IgG de bovino (1:20.000) foram incubados por 1 h. A revelagao foi feita pela adi¢do
de NBT/BCIP em tampao 100 mM Tris, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl,, pH 9,5.

Imunizagédo de camundongos

Para comparar a imunogenicidade das CRTs recombinantes, as fra¢gdes eluidas com
400 mM ou 500 mM de NaCl foram inoculadas em camundongos. Os animais foram

divididos em trés grupos com dois camundongos, inoculados trés vezes por via
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intraperitoneal com intervalos de 14 dias. O grupo controle recebeu emulsdao composta por
50 ul de PBS com 50 pl de adjuvante incompleto de Freund por dose. Os grupos
tratamentos receberam 50 pl da emulsao de rBmCRT 400 ou 500 (100 pg/dose) com 50 pl

de adjuvante incompleto de Freund.

Analise de antigenicidade da rBmCRT 400 e rBmCRT 500

As fragdes de rBmCRT eluidas com 400 mM ou 500 mM de NaCl (rBmCRT 400 e
rBmCRT 500, respectivamente), foram aplicadas em SDS-PAGE 12% com redugdo, com
3,33 pg de proteina por centimetro linear de gel e transferidas para membrana de
nitrocelulose como descrito anteriormente. Fitas de 3 mm com 0,1 pg de rBmCRT 400 ou
rBmCRT 500 foram sondadas por uma hora com os soros dos camundongos diluidos 1:200

e reveladas como descrito anteriormente.

Imunizacéo e desafio dos bovinos

Para comparar a imunogenicidade e capacidade de indugdao de uma resposta imune
protetora, a calreticulina de R. microplus e de Haemaphysalis longicornis, foram utilizados
trés bovinos fémeas da raga Hereford (Bos taurus taurus) de 18 meses de idade, oriundos
de area livre de carrapatos. Os bovinos foram alojados em baias a prova de carrapatos com
assoalho ripado e alimentados duas vezes por dia com feno e concentrado, com agua
disponivel ad libidum. Os animais foram alocados em controle (bovino 1), tratamento
rBmCRT (bovino 2) e tratamento rHICRT (bovino 3), inoculados trés vezes por via
subcutanea no pescoco com intervalos de duas semanas. O bovino controle recebeu
emulsdo composta por 1 ml de PBS com 1 ml de adjuvante oleoso (Montanide 888 e
Marcol 52) por dose. Os bovinos tratamento receberam a emulsao de rBmCRT eluida com
500 mM de NaCl ou rHICRT eluida com 500 mM de NaCl (100 pg/dose) com 1 ml de
adjuvante. Vinte dias apo6s a ultima inoculacdo, os bovinos foram desafiados com 2.000
larvas de R. microplus da linhagem Porto Alegre com 10 dias de idade, livres de Babesia

spp e Anaplasma spp.
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Hipersensibilidade cutdnea em bovinos

A regido escapular dos bovinos foi tricotomizada para inoculagdo de 2 pg de
rBmCRT e rHICRT por via intradérmica. Foram utilizados como controles 2 ng BYC
nativa (gentilmente cedida por Leal, A.), previamente caracterizadas como produtora de
reagdo de hipersensibilidade cutanea imediata em bovinos vacinados com BYC (LEAL, A.
comunicagdo pessoal), e extrato de bactéria E. coli AD494 DE pLysS expressando as
proteinas do vetor pET-43a. Foi observada a presenga ou auséncia de alteracdes
macroscopicas como edema e eritema 30, 60 e 120 min, 24 e 48 horas apds inoculagdo.
Foram coletados fragmentos de pele nos pontos de inoculagdo 2 e 48 horas apds a
inoculagdo, com auxilio de Punch e anestesia local com lidocaina 2%. As amostras foram
acondicionadas em formol 10% tamponado até avalia¢do histopatologica. As amostras
foram coradas com hematoxicilina-eosina e avaliadas quanto a presenca de eosinofilos,
neutrdfilos e mondcitos pelo Laboratdrio de Patologia Animal da Faculdade de Veterinaria

da UFRGS.

Andlise da antigenicidade da rBmCRT e rHICRT com soros de bovinos infestados e

vacinados

Utilizando os soros coletados ap6s cada infestacdo de outros dois bovinos (bovinos
4 ¢ 5) infestados experimentalmente 12 vezes repetidas (6 vezes com 18.000 e 6 vezes com
800 larvas de R. microplus) (FERREIRA, C.A.S., comunicagdo pessoal) e soros de bovinos
imunizados com rBmCRT ou rHICRT foi feita a caracterizacdo da capacidade antigénica
das CRTs. Foi feito SDS-PAGE 12% com redugdo e aplicado as proteinas rBmCRT e
rHICRT na quantidade de 3,33 pg de proteina por centimetro linear de gel e a seguir
transferidas para membrana de nitrocelulose e cortadas em fitas de 3 mm com 0,1 pg de
rBmCRT ou rHICRT. Foram testados os soros pré-infestagdo, da segunda e décima
infestacao diluidos 1:50 e soros dos bovinos imunizados com rBmCRT e rHICRT diluidos

1:200. A revelagdo foi realizada como descrito no item SDS-PAGE, Western e Dot blot.

Identificacdo de CRT em extrato de larvas

Larvas de R. microplus de 20 dias foram maceradas sobre o gelo em PBS,

centrifugadas por 15 min a 12.000 g a 4 °C ¢ o sobrenadante sonicado 5 vezes com ultra-
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som por 30 s, com intervalo de 1 min e amplitude de 40 Mhz. Depois de centrifugado por
40 min a 32.000 g a 4°C, foi adicionado solugdo de inibidores de proteases (7 ml de Tris-
HCI 10 mM pH 8,2, 1.000 pl de deoxicolato 1%, 20 pl Pepstatina A Img/ml, 20 pl
Leupeptina A 8 mg/ml, 20 ul TPCK 0,1 mM) a 300 pl da fracdo solivel. A concentraciao
de proteinas do extrato de larvas obtido foi determinado pelo método de BRADFORD
(BRADFORD, 1976) e submetido a uma eletroferese SDS-PAGE 12% com reducio.
Foram aplicados 118 pg de proteina por centimetro linear de gel. Depois de transferidas
para membrana de nitrocelulose, como previamente descrito, foram feitas fitas de 3 mm
contendo 35,4 ug de extrato de larvas e os sitios de ligagdo inespecificos para proteinas das
membranas foram bloqueadas com blotto 5% por 1 h. Apds sondadas por 16 horas com
soro dos bovinos imunizados com rBmCRT e rHICRT e com o soro do coelho imunizado
com rBmCRT, diluidos 1:50. A revelagao foi realizada como descrito no item SDS-PAGE,
Western e Dot blot.

Titulagé@o por ELISA das 1gGs anti-CRT dos soros bovinos

O soro coletado dos bovinos, ap6s duas semanas de cada imunizagao, foi utilizado
para titulacdo das IgGs por ELISA. Placas de polietileno foram sensibilizadas com 100
ng/pogo dos antigenos rBmCRT ou rHICRT por 16 horas a 4°C em tampao carbonato-
bicarbonato 50 mM, pH 9,6. Os dois antigenos foram sondados com os soros dos bovinos
imunizados com rBmCRT e rHICRT previamente incubados por 1 h com 10% de extrato
de bactéria E. coli AD494 DE pLysS. Detectado com conjugado peroxidase anti-IgG
bovino, diluido 1:20.000 incubado por 1 h e revelado com uma solugdo de 3,2 mg de OPD
e 5 ul de H;O, em 10 ml tampdo fosfato-citrato 0,1 M pH 5,0, por 20 min e apds
interrompida a reacdo com H,SO4 12,5%. A densidade otica utilizada para leitura foi 490

nm. Foram realizados dois experimentos independentes em duplicata.

ELISA de competi¢do dos soros bovinos

Para verificar a competicdo entre os anticorpos dos soros e as proteinas soluveis
rBmCRT ou rHICRT foi realizado ELISA de competi¢do com os soros dos bovinos. Na
placa foram fixadas as proteinas rBmCRT ou rHICRT (como descrito no item anterior).
Foram adicionadas aos pogos rBmCRT e rHICRT soluveis em quantidades crescentes de

50 a 800 ng, juntamente com os soros € incubados por 1 hora. Os soros testados foram
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anteriormente diluidos 1:200 e incubados para adsor¢do por 1 h com 10% de extrato de
bactéria E. coli AD494 DE pLysS. Os procedimentos de incubagdo do anticorpo
secundario e revelacdo foram idénticos aos descritos no item acima. Foram realizados dois

experimentos independentes e em duplicata.

Inibicao da coagulacéo

Atividade da trombina sobre o substrato S2238 ap6s adicdo de rBmCRT e
rHICRT

Os efeitos da rBmCRT ou rHICRT sobre a atividade de trombina foram
mensurados por ensaio de cinética com o substrato cromogénico especifico para trombina
(H-D-Phe-Pip-Arg-pNA, Chromogenix™), sendo quantificados por espectrofotometria
com densidade 6tica de 405 nm. Em placa de 96 pocos, 0,4 uM de trombina bovina foi
incubada por 15 min a 37 °C com 0,55 ou 1,1 uM de rBmCRT ou rHICRT. Depois foi
adicionado 0,2 mM do substrato S2238 e tampao (Tris 50 mM pH 7,5 com NaCl 150 mM e
CaCl, 10 mM), gsp 100 ul. A reacdo foi analisada com leituras a cada 15 s durante 30 min.

Foram realizados trés experimentos independentes e em duplicata.

Efeito da rBmCRT ou rHICRT na atividade da trombina sobre o fibrinogénio

O efeito da presenca da rBmCRT ou rHICRT na atividade da trombina sobre o seu
substrato natural (fibrinogénio) foi analisado pela formacao de rede de fibrina. Em placa de
96 pocos, 0,4 uM de trombina bovina e 0,36 ou 0,73 uM de rBmCRT ou rHICRT, foram
incubados por 15 min a 37°C. Ap6s foi adicionado 200 pg de fibrinogénio bovino e tampao
(Tris 20 mM, pH 7,5), gsp 150 pl. A reacdo foi analisada com leituras a cada 15 s durante
20 min com densidade otica de 650 nm. Foram realizados trés experimentos independentes

e em triplicata.

Influéncia da rBmCRT sobre o tempo de recalcificacdo plasmatica

O tempo de recalcificacao plasmatica foi mensurado pela adicdo de célcio. Para a
obtencdo de plasma, foi respeitada a propor¢do de 9 partes de sangue bovino para 1 parte
de citrato de sodio 3,8% (0,11 mol/l) e centrifugado 1.000 g por 10 min. O plasma obtido
foi congelado -20°C até o uso. Em placa de 96 pogos, 0,8 ou 3,1 uM de rBmCRT e 6 mM
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de CaCl,, foram incubados por 15 min a 37°C. Apds foi adicionado 50 pl plasma bovino e
tampao (Tris 20 mM, pH 7,5), gsp 150 ul. A coagulacao foi analisada com leituras a cada
15 s durante 20 min com densidade otica de 650 nm. Foram realizados trés experimentos
independentes e em triplicata.

Para verificar a influéncia das imunoglobulinas do bovino vacinado sobre a
rBmCRT no sistema de recalcificacdo plasmatica (descrito acima), IgGs do soro dos
bovinos vacinados com rBmCRT foram purificadas por cromatografia de afinidade com
coluna HiTrap G (Amersham Biosciences) equilibrada com tampao fosfato 20 mM pH 7,0.
Cada 1 ml das proteinas eluidas com tampao glicina 100 mM pH 2,7 foram imediatamente
adicionadas a 60 ul de tampao Tris 1 M, pH 9,0. As fra¢des eluidas foram dialisadas contra
tampao fosfato de sédio 10 mM, 150 mM NaCl, pH 7,4 por 24 horas e purificadas por
cromatografia de gel filtracdo com coluna Superose 12 (Amersham Biosciences)
equilibrada com tampao fosfato de sddio 10 mM, 150 mM NaCl, pH 7,4. O ensaio foi
realizado como descrito a cima, acrescendo um periodo de incubacdo da rBmCRT com 1,5
pg de IgG por 15 min, antes da adi¢do do CaCl,. Foram realizados trés experimentos

independentes e em triplicata.

Influéncia da rBmCRT e rHICRT sobre o tempo de protrombina

O ensaio de tempo de protrombina foi realizado adicionando 200 pl de fator tissular
céalcico (extrato de cérebro de coelho, Dade Behring™) a 37 °C sobre 100 pl plasma bovino
previamente incubado com 1,52 ou 3 uM de rBmCRT ou rHICRT por 5 min. O tempo para
a formagdo do coagulo (em segundos) e a consisténcia da coagulagdo foi classificado em
coagulo firme e frouxo e rede de fibrina firme e frouxa baseados nos resultados obtidos da
curva de referéncia com plasma sem CRT. As formagdes dos coagulos foram avaliadas

visualmente. Os experimentos foram realizados em triplicata.

Andlises estatisticas

As médias dos tempos de recalcificacdo foram testados por One-Way AOV e a

comparagdo das médias pelo teste LSD com intervalo de confianga de 0,05.



RESULTADOS

Andlise Filogénica das sequéncias de CRT

A construcdo filogenética Neighbor-joining com as seqiiéncias protéicas de CRT ¢
mostrada na Figura 1. Os ramos da arvore referentes as seqiiéncias de CRT de carrapatos
(seqliéncias sublinhadas) mostram altos valores de bootstrap com exce¢do do Amblyoma
americanum. As seqiiéncias de rBmCRT e rHICRT apresentam proximidade nos ramos,

indicando, com forte suporte estatistico, uma provavel origem em comum. (Figura 1).

66 Bos taurus
79 — Oryctolagus cuniculus

© Mus musculus
100 ,
98 — Rattus norvegicus
| Homo sapiens
100 L— Macaca mulatta
go [ Rhipicephalus (Boophilus) microplus
' Rhiicephalus sanquinous
100 l_— Haemophysaris longicormus
54 ———— Amblvoma americanum
[ Necalor americanus
.
100 Haemonchus contortus
I |
0.05

Figura 1 Dendrograma de seqiiéncias protéicas de CRTs. A barra de escala indica 0,05 substitui¢cdes
por sitio. As propor¢des de bootstrap indicadas dos bragos ilustram a quantidade de vezes (em porcentagem)
que as seqiiéncias se repetiram neste arranjo. As seqiiéncias sublinhadas sdo de artropodes.
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Predicdo dos sitios de ligacdo de C1q em sequiéncias de CRT

Foram identificados 6 sitios com potencial ligante de C1q nas regides 38-46, 59-65,
149-155, 160-167, 220-228, 274-280, em todas as seqiiéncias analisadas (Figura 2). Todas
as seqliéncias apresentam em trés sitios (38-46, 59-65 e 220-228) um aminodcido nao
conservado. A regido 59-65 do H. longicornis é conservada quando comparada com H.
sapiens ¢ a de R. microplus é conservada nas seqiiéncias de N. americanus e H. contornus.
A regido 220-228 apresenta todos aminoacidos conservados entre as seqiiéncias, com
exce¢do das seqiiéncias de N. americanus e H. contornus, que possuem somente um

residuo de glutamina (E) que ndo é conservado.

Estrutura 3D das CRT

Para a predicdo das estruturas tridimensionais, as seqiiéncias de aminoécidos de
CRT humana, rBmCRT e rHICRT foram submetidas ao ESyPred3D, utilizando como
molde a estrutura tridimensional da calnexina (1JHN) apresentando respectivamente, 33,4,
31,6 ¢ 31,5% de residuos idénticos com as seqiiéncias de CRTs. Nas estruturas
tridimensionais preditas foram observadas 7 regides formando fitas  antiparalelas e uma
regido formando a-hélice na por¢do globular e 1 regido formando fitas B antiparalelas no

dominio P, que se apresenta na forma de um brago estendido (Figura 3).

Epitopos antigénicos da rBmCRT e rHICRT

A utilizagdo do indice de Jamerson-Wolf para a predi¢ao de regides com potencial
antigénico demonstrou multiplas regides positivas em comum e 6 regides positivas
diferentes entre as proteinas rBmCRT e rHICRT, com valor maior que 1. Estes dados
indicam que as duas proteinas apresentam potencial antigénico semelhantes e 6 provaveis

epitopos antigénicos diferentes (Figura 4).
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Figura 2 - Identificag@o das regides de ligagdo de C1q nas seqiiéncias de CRT. As regides com potenciais de ligacdo de Clq estdo sombreadas, as areas cinza
escuro sdo grupos idénticos, as cinza claro sdo grupos conservados. As seqliéncias de calreticulina de Riphicephalus (Boophilus) microplus, Haemaphysalis
longicornis, Necator americanus, Haemonchus contornus, Bos Taurus isoforma 1 do cérebro, Homo sapiens foram alinhadas pelo algoritmo CLUSTALW e apos
identificados os sitios de Clq.
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Figura 3 — Estrutura 3D predita da rBmCRT, rHICRT e CRT humana. “A” calreticulina de R. microplus; “B” calreticulina de H. sapiens, “C” calreticulina de
longicornis. Em amarelo estdo selecionadas as regides com potencial ligante de Clq.
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Figura 4 — Predigdo do potencial de antigenicidade para BmCRT e HICRT pelo indice de Jamerson-Wolf (1988). Os resultados deste indice aparecem como
picos multiplos com potencial determinante antigénico, onde os picos com indice positivo e maior que 1 sdo mais antigénicos. Na figura “A” o grafico branco
representa a rBmCRT sobre-posto pelo grafico da rHICRT (grafico preto). Na figura “B” o grafico da rHICRT (grafico preto) foi sobreposto pelo grafico da rBmCRT
(grafico branco). As setas indicam regides com potencial antigénico diferente entre as seqiiéncias.
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Expressédo e purificacdo da rBmCRT

A expressao da rBmCRT na forma solivel em E. coli AD494 DE pLysS foi
induzida com 1 mM de IPTG e cultivada por 16 horas a 23°C. A expressao foi confirmada
por SDS-PAGE e Western blot (Figura 6), com uma banda com 55 a 60 kDa reconhecida
por anticorpo policlonal de coelho contra rHICRT.

As purificagdes da rBmCRT e rHICRT foram realizadas por cromatografia de troca
i0nica, obtendo o mesmo padrao de eluicao para as duas proteinas com tampao fosfato 10
mM, 400 ou 500 mM de NaCl (Figura 7), as quais foram utilizadas para imunizacdo dos
animais. Enquanto, para os testes in Vvitro, as duas proteinas eluidas com 400 ¢ 500 mM de
NaCl foram submetidas a cromatografia por gel filtragdo com Superdex 75. Apresentando
dois picos entre o 8° € 9° ml ap6s a aplicacao da rBmCRT 400 ou rHICRT 400 e um pico
unico e estreito no 9° ml apds a aplicagao da rBmCRT 500 ou rHICRT 500.
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Figura 5 — Cromatografia de gel filtragdo em coluna Superdex 75. As amostras rBmCRT 400 e
rHICRT 400 apresentam dois picos no 8° e 9° ml (grafico A e C) e a rBmCRT 500 e rHICRT 500 apresentam
no 9° ml um pico estreito (grafico B e D).
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As fragdes foram testadas por dot blot com soro de coelho anti-rHICRT
confirmando a presenga de rBmCRT predominantemente no 8° ¢ 9° ml para a rBmCRT
400 e rHICRT 400 e para a rBmCRT 500 e rHICRT 500 predominantemente no 9° ml
(dados ndao mostrados), sendo confirmada por SDS-PAGE 12% a presenca de banda

compativel com a rBmCRT e rHICRT (Figura 7).
_ 1 2 3 4 5 6 7

170 o
130 et

100 — ——

70 = | 4 4

§ — -
55=

40

35 = . P —

25 -

15 =
10 =

Figura 6 - Western blot mostrando a expressdo da rBmCRT. As amostras foram resolvidas por SDS-
PAGE 12% com reducdo e sondada com anticorpo de coelho anti-rHICRT diluido 1:1000 e detectados com
conjugado fosfatase anti-IgG de coelho diluido 1:5000. Linha 1, sobrenadante do extrato de bactéria
pET5b/BmCRT antes da indugdo; linha 2, sobrenadante do extrato de bactéria pET5b/BmCRT 4 horas apos
indugdo; linha 3, sobrenadante do extrato de bactéria pET5b/BmCRT 16 horas apos a indugdo; linha 4,
sobrenadante do extrato de bactéria pET5b antes da indugao; linha 5, sobrenadante do extrato de bactéria
pET5b 4 horas apos indugdo; linha 6, sobrenadante do extrato de bactéria pET5b 16 horas apds a indugao;
linha 7, controle positivo (sobrenadante de extrato de bactéria pET43a/HICRT apds 16 horas de indugéo). As
setas indicam a posi¢do esperada para a rBmCRT. O padrdo de massa molecular ¢ expresso em kDa
(Fermentas).

Figura 7 - SDS-PAGE 12% com redugdo corados com Coomassie blue G-250, das amostras de
rBmCRT e rHICRT purificadas por cromatografia de troca idnica e concentrados com Centricon Ym10.
Linha 1, rBmCRT 400; linha 2, rBmCRT 500; linha 3, rHICRT 400; linha 4, rHICRT 500; linhas5a 8, 1,
2,4 ¢ 6 ng de BSA bovino, respectivamente; linha 9, IgG suina.
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Imunogenicidade da BmCRT em camundongos

O padrao de reconhecimento entre os soros dos camundongos imunizados com as
proteinas rBmCRT 400 e rBmCRT 500 avaliadas por Western blot, mostraram um padrio
de reconhecimento diferente. Por tanto, o padrdo de reconhecimento ndo foi influenciado
pela fracdo protéica sondada, mas pelo soro utilizado. O padrdo de reconhecimento foi
muito semelhante quando as proteinas rBmCRT 400 e rBmCRT 500 foram sondadas com
soros de camundongos imunizados com rBmCRT 500. Diferindo deste padrdo, quando as
proteinas rBmCRT 400 e rBmCRT 500 foram sondadas com os soros dos camundongos
imunizados com rBmCRT 400. Estas variagdes podem estar relacinadas com diferencas no
grau de purificagdo das proteinas eluidas. No entanto, todos os soros reconhecem um
intensa banda na posi¢ao esperada para a migragao da rBmCRT, mostrando que ambas

fragdes eluidas sdo capazes de estimular uma resposta imune humoral (Figura 8).

Figura 8 - Western blot da rBmCRT 400 e rBmCRT 500. As fitas foram sondadas com soro de
camundongos apos terceira imunizagdo com rBmCRT 400 ou rBmCRT 500. Os soros foram diluidos 1:200 e
adsorvido com 10% extrato de bactéria E. coli AD494 DE pLysS e detectado com conjugado fosfatase
alcalina anti-IgG de camundongo diluido 1:5.000. A seta indica a posigdo esperada para a rBmCRT. O
padrdo de massa molecular é expresso em kDa (Fermentas).



40

Imunogenicidade da rBmCRT e rHICRT

Os soros de bovinos imunizados com rBmCRT e rHICRT foram utilizados para
sondar, por Western blot, extrato de larva de R. microplus de 20 dias. Os quais
reconheceram uma proteina de massa molecular prevista para a migragdo da BmCRT.
Enquanto o soro do bovino utilizado como controle negativo ndo reconheceu nenhuma
proteina com esta massa molecular (Figura 9). Confirmando os resultados, o soro do
coelho imunizado com rBmCRT reconheceu uma proteina de massa molecular prevista

para a migracdo da BmCRT.
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Figura 9 - Analise por Western blot de extrato de larva de 20 dias de carrapatos R. microplus,
sondado com soros de animais imunizados com rBmCRT e rHICRT. Linha 1, soro pré-imune do bovino 3;
Linha 2, soro do bovino 3 apés terceira imunizagéo; Linha 3, soro pré-imune do bovino 1; Linha 4,soro do
bovino 1 apds terceira imunizagdo; Linha 5, soro pré-imune do bovino 2; Linha 6, soro do bovino 2 ap6s
terceira imunizagdo Linha 7, soro pré-imune do coelho; Linha 8, soro de coelho ap6s quarta imunizagdo. As
setas indicam a posi¢do esperada para a BmCRT. O padrio de massa molecular ¢ expresso em kDa
(Fermentas).

Os soros dos dois bovinos na 10* infestagdo experimental nao reconheceram por
Western blot o antigeno rBmCRT. Foi identificada com o soro do bovino 4 na quarta
infestacdo uma proteina de massa molecular prevista para a migracdo da rBmCRT (Figura

10b). Enquanto, com os soros dos bovinos 4 ¢ 5 nao foi identificada a proteina rHICRT em
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nenhuma das sondagens (Figura 10a). Foram utilizados como controles positivos 0s soros

dos bovinos 2 e 3 imunizados com rBmCRT ou rHICRT, respectivamente.
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Figura 10 - Analise por Western blot de “a” e “b” (rHICRT e rBmCRT respectivamente) com os
soros de animais infestados com R. microplus ou imunizados contra rHICRT ¢ rBmCRT. Linha 1, soro do
bovino 4 antes das infesta¢des; Linha 2, soro do bovino 4 apés a quarta infestagdo; Linha 3, soro do bovino
4 apds a décima infestagdo; Linha 4, soro do bovino 5 antes das infestagdes; Linha 5, soro do bovino 5 apds
a quarta infestacdo; Linha 6, soro do bovino 5 apds a décima infestagdo; Linha 7, soro de bovino 2
imunizado apds a 3* dose de rBmCRT; Linha 8, soro do bovino 3 imunizado ap6s a 3* dose de rHICRT. As
setas indicam a posig@o esperada para a CRTs. O padrao de massa molecular ¢ expresso em kDa (Fermentas).

A titulagdo por ELISA dos soros dos bovinos vacinados mostrou capacidade de
producdo de anticorpos contra as proteinas rBmCRT ou rHICRT. Os titulos foram de 1.500
para o bovino 2 (imunizado com rBmCRT) testado contra a rBmCRT ou rHICRT e titulo
de 6.000 e 1.500 para o bovino 3 (imunizado com rHICRT) testado contra rHICRT e
rBmCRT, respectivamente (Figura 11). A cinética de producdo de anticorpos mostrou
aumento dos titulos apds a segunda dose de rBmCRT ou rHICRT, diminuindo 40 dias ap6s
a ultima dose para os dois bovinos (Figura 12). O bovino 1 inoculado com PBS, nao
desenvolveu titulo para rBmCRT ou rHICRT durante o periodo de imunizagdo ¢ mesmo

apos a infestagao (dados nao mostrados).



42

0,35 1
0,3 3
0,25 -

2 e Tt

O.D.

0,15 g

T N e T

1000 10000 100000
Log

0,05 -

‘ —a— rHICRT anti-rHICRT —e— rHICRT anti-rBmCRT —a— rBmCRT anti-rBmCRT —e—rBmCRT anti-rHICRT ‘

Figura 11 - Titulagdo por ELISA dos soros dos bovinos imunizados com rBmCRT ou rHICRT. Os
soros dos bovinos foram detectados com conjugado peroxidase anti-IgG bovino diluido 1:20.000. A média
dos valores obtidos com os soros pré-imunes foram utilizados para determinar o ponto de corte de 0,05. O
bovino 1 inoculado com PBS manteve os mesmos valores dos soros pré-imunes (dados ndo mostrados).
Foram realizados dois experimentos independentes em duplicata.
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Figura 12 - Cinética por ELISA dos soros dos bovinos imunizados com rBmCRT ou rHICRT. O
eixo das abscissas estd representando os dias de vacinac@o, sendo 0 dias soro pré-imune, 14 dias primeira
dose, 28 dias segunda dose, 42 dias terceira dose e 80 dias apds a terceira dose. Os soros dos bovinos foram
diluidos 1:500 e detectados com conjugado peroxidase anti-IgG bovino diluido 1:20.000. A média dos
valores obtidos com os soros pré-imunes foram utilizados para determinar o ponto de corte de 0,05. O bovino
1 inoculado com PBS manteve os mesmos valores dos soros pré-imunes. Foram realizados dois experimentos
independentes em duplicata.
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ELISA de competi¢do dos soros bovinos

A presenca de epitopos diferentes entre rBmCRT e rHICRT foi analisada por
ELISA de competi¢cdo com soro de bovinos imunizados com rBmCRT e rHICRT (Figura
13). As rBmCRT ou rHICRT incubada com os soros dos bovinos 2 e 3 (vacinados
respectivamente, com rBmCRT ou rHICRT) apresentaram acentuada competicao
comparada a competicado com a rHICRT ou rBmCRT, respectivamente. A competi¢ao da
rBmCRT incubada com o soro do bovino 3 ocorreu com menor intensidade que a rHICRT
incubada com o soro do bovino 2. Atingindo um platé de competi¢do de 400 a 800 ng de
antigeno soluvel, sugerindo a presenca de epitopos antigénicos diferentes entre as

proteinas.
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Figura 13 - ELISA de competi¢do das proteinas soluveis BmCRT ou rHICRT com os soros dos
bovinos 2 ou 3 detectados com conjugado peroxidase anti-IgG bovino diluido 1:20.000. O eixo das abscissas
indica a diluigdo do antigeno solivel e o eixo das ordenadas a absorbancia obtida. As abreviagdes Bm e Hl
fora dos parénteses indicam os soros dos bovinos 2 e 3, respectivamente ¢ (Bm) e (HI) as proteinas soliveis
incubadas para competi¢cdo com os soros. Foram realizados dois experimentos independentes em duplicata.

Hipersensibilidade cutanea em bovinos

Os bovinos 2 e 3 imunizados com rBmCRT e rHICRT, respectivamente,
desenvolveram edema local 30 a 120 min apds a inoculag¢do intradérmica de 2 pg dos
antigenos. O bovino 3 desenvolveu edema de 12 mm, 30 min ap6s inoculac¢do intradérmica

com rBmCRT e rHICRT, enquanto o bovino 2 apresentou edema de 18 mm apods 120 min
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na area inoculada com rHICRT e um nédulo discreto na area inoculada com rBmCRT. A
inoculacdo do controle de purificagdo desenvolveu edema de 6 mm no bovino 3, ndo sendo
observada alteragdes nos outros animais. No bovino 1 (imunizado com PBS) nao foi
observado alteragdes macroscopicas em nenhuma area de inoculacdo. Nas amostras de pele
coletadas 2 horas apds administracdo dos antigenos e analisadas por histopatologia,
apresentaram no bovino 1 (bovino controle) infiltrado perivascular e de parede de vasos
moderado, na derme superficial e profunda, constituido por neutrofilos e eosinoéfilos,
enquanto, nos bovinos 2 e 3 (imunizados com rBmCRT e rHICRT, respectivamente), foi
observado infiltrado perivascular e de parede de vasos discreto ou leve, na derme
superficial e profunda constituido por neutréfilos e eosinodfilos. Nas amostras coletadas 48
horas apds administracdo dos antigenos foi observado infiltrado perivascular discreto ou
leve na derme superficial, constituido por células mononucleares e eosindfilos nos trés

bovinos.

Inibicao da coagulacéo

Tempo de recalcificacdo plasmatica

O tempo de recalcificagdo plasmatica foi 78,01 £9,61 (p < 0,04) e 105,25 £24,19 (p
< 0,005) segundos maior em relagdo ao controle, quando adicionado 0,8 ¢ 3,1 uM de
rBmCRT, respectivamente (Figura 14). Nao ocorrendo alteragdes significativas entre o
tempo de recalcificagdo do controle positivo e o controle de purificacio das rCRTs
(purificagdo do extrato de bactéria E. coli AD494 DE pLysS expressando as proteinas do
vetor pET-43a) ou com a BYC. Com a intencdo de testar a possibilidade de inibir o efeito
anticoagulante da CRT sobre o plasma foi adicionada IgG purificada dos soros dos bovinos
imunizados com rBmCRT ou rHICRT, ndo sendo observado efeito inibitorio sobre o
aumento do tempo de recalcificagdo plasmatica causado pela CRT.

Quando foi adicionado rBmCRT ou rHICRT, nos testes de atividade de trombina
bovina sobre fibrinogénio ou substrato sintético S2238, nao foi observado efeito inibitdrio
da atividade de trombina. Para testar o efeito da rBmCRT e rHICRT na via extrinseca da
cascata de coagulagdo plasmatica foi utilizado o teste do tempo de protrombina, ndo sendo
observadas alteragcdes em comparagdo com a curva de referéncia com soro bovino sem

adicao de rBmCRT ou rHICRT.
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Figura 14 - Efeito da rBmCRT sobre o tempo de recalcificacdo plasmatica. O tempo de formagdo
dos coagulos foram determinados a absorbéncia atingiu 0,075 com densidade otica de 650 nm. Foram
realizados trés experimentos independentes em triplicata.



DISCUSSAO

A utiliza¢do de extratos brutos em vacinas comerciais contra carrapatos é inviavel
por motivos econdmicos ¢ sanitdrios. Uma alternativa ¢ a identificagdo, clonagem e
expressdo em sistema heterologo de antigenos com potencial vacinal. Entre eles, se
destacam a Bm86 (WILLADSEN et al., 1988) e a Bm91 (RIDING et al., 1994), ambos
descritos como antigenos protetores contra carrapatos. Quando os antigenos ocultos Bm86
¢ Bm91 foram associados, houve aumento da eficiéncia da vacinagdo (RIDING et al.,
1994, WILLADSEN et al.,1996), no entanto, ndo assegurando um grau de prote¢ao
necessario para suprimir o uso de acaricidas (WILLADSEN et al., 1996, JONSSON et al.,
2000). Recentemente a investigagao voltou-se para os antigenos expostos, tendo como alvo
moléculas envolvidas na interagdo parasito-hospedeiro (WILLADSEN, 2004; NUTTALL
& LABUDA, 2004).

A capacidade do R. microplus de parasitar o hospedeiro, entrando em contato com
moléculas envolvidas na imunidade inata e adquirida, pode ser melhor compreendido com
o estudo dos componentes da saliva. Estas substincias da saliva sdo possiveis moléculas
alvo para o desenvolvimento de vacinas e para melhor entender como a resposta imune do
hospedeiro pode ser alterada ou direcionada para uma resposta efetiva contra o parasito
(REED et al., 2003; WILLADSEN, 2004). Alguns componentes da saliva e glandula
salivar dos carrapatos foram identificados com fungdes de inibir ou inativar moléculas do
sistema imune (LAWRIE et al., 2005) ¢ da coagulagio (CIPRANDI et al., 2006).
JAWORSKI et al., (1995) demonstraram que a CRT ¢ um dos componentes secretados da
saliva do carrapato Amblyomma americanum e que entram em contato com o sistema
imune do hospedeiro durante a alimentagdo, sendo sugerido que atue modulando o sistema
imune e/ou hemostase do hospedeiro. Em outros parasitas como o Haemonchus contortus
(SUCHITRA et al., 2005) e Trypanosoma cruzi (FERREIRA et al., 2004), também foi
identificada a secrecdo de CRT com fungdes imunomodulatdrias e anticoagulantes.

As regides codificantes dos genes da CRT da glandula salivar de R. microplus
(FERREIRA et al., 2002) ¢ HICRT foram clonadas. Mas, a caracterizagdo das fun¢des das
proteinas recombinantes rBmCRT e rHICRT na interacdo parasito hospedeiro e o potencial
imunogénico ainda ndo tinham sido estudadas. Nesse contexto, objetivamos verificar o

potencial imunomodulador da rBmCRT e rHICRT.
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Uma das fungdes atribuidas a calreticulina ¢ a capacidade de inibir a via classica do
sistema complemento por ligacdo ao Cl1q (KISHORE et al., 1997; KOVACS et al., 1998).
Esta caracteristica foi sugerida para A. americanum (JAWORSKI et al. 1995), N.
americanus (PRITTCHARD et al. 1999), Trypanosoma cruzi (FERREIRA et al, 2004) ¢
H. contortus (SUCHITRA, 2005). Sendo que a CRT de H. sapiens, H. contornus, N.
americanus tem efeito inibitério da via classica do complemento ja documentado
(KOVACS et al., 1998; SUCHITRA, 2005; JAWORSKI et al. 1995).Analisando as
caracteristicas fisico-quimicas dos residuos das regides de ligagdo de Clq, descritos por
KOVACS et al., (1998), identificamos 6 regides ligantes de Clq em todas as seqii€ncias
avaliadas. No entanto, foram localizadas 3 regides de ligacdo de Clq parcialmente
conservadas entre as seqiiéncias., Resumidamente, podemos concluir que a BmCRT e
HICRT apresentam, respectivamente, 4 ¢ 5 motivos de ligagao de C1q com todos residuos
conservados em comparagdo a CRT humana (HuCRT). Assim, podemos inferir que a
BmCRT e HICRT também poderiam ter a capacidade de inibir a ativagdo da via cldssica do
sistema complemento durante a alimentagdo do R. microplus e H. longicornis,
respectivamente. A predigdo da disposicao espacial das regides de ligacao de Clq das
seqiiéncias de HuCRT, BmCRT e HICRT se mostraram semelhantes; ratificando a
inferéncia de que a BmCRT e HICRT também poderia se ligar a Clq. Refor¢ando a
hipotese da BmCRT se ligar a Clq, foram descritas trés fragdes protéicas com atividade
anticomplementar para via classica do complemento em extrato de glandulas salivares do
R. microplus purificado com gel filtragao (FERREIRA et al. 1998, 2002).

Recentemente tem aumentado o interesse no estudo de proteinas naturalmente
expostas envolvidas na interacao parasito-hospedeiro (WILLADSEN, 2004; NUTTALL et
al., 2004). A proteina ligante de IgG encontrada na saliva de carrapatos -IGBPs (WANG et
al., 1999), proteinas do cemento (MULENGA et al., 1999; TRIMNNEL et al., 2005) sao
exemplos de proteinas naturalmente expostas ao hospedeiro e que tém sido propostas como
alvo vacinal. Neste contexto, pode ser incluida a calreticulina, também encontrada na
saliva dos carrapatos. No entanto, necessitando mais estudos para verificar sua fun¢ao na
interagdo parasito-hospedeiro e seu potencial vacinal.

No presente trabalho, as regides codificantes dos genes BmCRT e HICRT foram
clonadas, respectivamente, nos vetores pET-5b ¢ pET-43a e expressas em E. coli AD494

DE pLysS, produzindo proteinas soluveis. Sendo que a rHICRT possue cauda de histidina.
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A obten¢do das fracdes, de ambas proteinas, eluidas da cromatografia de troca idnica com
os tampdes fosfato de sodio 10 mM, 400 mM de sédio, pH 6,5 (rBmCRT 400) e tampao
fosfato de sodio 10 mM, 500 mM de sédio, pH 6,5 (rBmCRT 500) mostram a existéncia de
duas proteicas com cargas i0nicas diferentes da rBmCRT ou rHICRT, necessitando
concentragdes de sais diferentes para a eluicdo da matriz da coluna. Para identificar
diferengas imunogénicas entre as fragdes protéicas eluidas, estas proteinas ap6s dialisadas
contra tampdo PBS, foram inoculadas em camundongos. Foi mostrado por Western blot,
que existe um padrdo de reconhecimento diferente entre os soros, independente do
antigeno sondado (rBmCRT 400 ou rBmCRT 500), sugerindo que os epitopos
reconhecidos entre as duas fragdes protéicas eluidas provavelmente sejam idénticos
imunogenicamente. Além disso, uma banda intensa na posi¢do prevista para rBmCRT ¢
observada em todos as fitas sondadas com os soros imunes (Figura 8). As demais bandas
possivelmente sejam proteinas truncadas ou degradadas e alguns contaminantes
bacterianos. Este padrao de bandas também foi observado na calreticulina recombinante de
T. cruzi (FERREIRA et al., 2005).

Os bovinos imunizados com rBmCRT e rHICRT desenvolveram resposta imune
humoral contra as calreticulinas. A imunogenicidade observada no bovino 2 se opdem aos
resultados de FERREIRA et al., (2002) com a rBmCRT, que mostraram auséncia de
resposta imune humoral em bovinos vacinados ou infestados. Foi possivel detectar IgG
contra CRT nos bovinos, apds a segunda dose com rBmCRT ou rHICRT, mostrando que
ambas sdo imunogénicas a bovinos. Algumas diferengas da nossa metodologia com a
utilizada por FERREIRA et al., (2002), para a obtengdo dos antigenos e na imunizagao dos
animais, podem ter auxiliado o reconhecimento da rBmCRT pelo bovino. No entanto,
RODRIGUEZ et al., (1995) relataram 6% de animais que ndo responderam a imunizagao,
de um total de 98 bovinos vacinados com proteina recombinante Bm86. O bovino
imunizado com rHICRT mostrou titulo de 6.000 enquanto o bovino imunizado com
rBmCRT mostrou titulo de 1.500, estas diferencas no titulo podem ser variagdes
individuais, que ¢ freqiientemente observada em vacinagao de animais ndo isogénicos €
tem sido descrita em outros experimentos de vacinagdo (DA SILVA VAZ et al., 1998;
ANDREOTTI et al., 2002; LEAL et al., 2006). Os titulos de anticorpos se mantiveram por
40 dias apos a ultima dose com reducdo de 33% e 36% para os bovinos imunizados com

rBmCRT e rHICRT, respectivamente. Resultados semelhantes foram obtidos por
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ANDREOTTI et al., (2002), ap6s imunizagdo de bovinos com inibidores de tripsina de R.
microplus (BmTIs) e desafio com carrapatos, atingindo 50% do titulo maximo 3 meses
apos o desafio.

Em humanos, os niveis de anticorpos contra a calreticulina de Amblyomma
americanum e Ixodes scapularis estao diretamente relacionados com os indices de
ingurgitamento dos carrapatos (SANDERS et al., 1998; SANDERS et al., 1999).
Entretanto, os resultados da recuperacao e peso de teledginas, peso e fertilidade dos ovos
de R. microplus dos bovinos imunizados e desafiados, ndo apresentaram resultados
conclusivos (dados ndo mostrados). Devido ao pequeno niimero de animais avaliados e a
grande variagdo individual que ocorre em animais heterogénicos. Serd necessario testar um
numero maior de animais para observar a existéncia de diferenga entre os tratamentos.

Os soros dos bovinos imunizados com rBmCRT ou rHICRT e do coelho com
rBmCRT reconheceram, em extrato de larvas de R. microplus de 20 dias, uma proteina na
posicdo prevista para a migragdo da BmCRT. Mostrando que as rBmCRT e rHICRT
induzem a produgdo de anticorpos contra BmCRT. Adicionalmente, foi identificado por
Western blot uma proteina com posi¢ao prevista para migragao da rBmCRT utilizando soro
de um bovino com 4 infestagdes consecutivas com R. microplus, no entanto, com o soro
pré-imune e da 10 infestacdo, ndo foi possivel a identificacdo desta proteina. Estes
resultados sdo um indicio que a BmCRT estimula o sistema imune do hospedeiro; porém,
alguns mecanismos de prote¢do dos carrapatos, como o fator inibidor de células B (BIF)
identificado na saliva de Hyalomma asiaticum asiaticum (Yu et al., 2006), podem modular
a resposta do sistema imune do hospedeiro causando imunotolerancia e/ou
imunossupressdo. Associado a adquisicdo de resisténcia dos bovinos, com redugdo do
titulo de anticorpos anti-CRT, poderiam justificar a auséncia da identificagdo da rBmCRT
no soro da 10* infestacao.

A diferenca no reconhecimento da BmCRT e HICRT, pelos soros dos bovinos
infestados, podem ser resultante de epitopos diferentes entre essas proteinas. A predigdo da
antigenicidade gerado através do indice de Jamerson-Wolf confirma a existéncia de
somente 6 regides com potencial antigénico diferentes entre a rBmCRT e rHICRT.
Podemos inferir, avaliando os resultados da predicdo das regides com potenciais
antigénicos e do ELISA de competi¢do, que a rBmCRT e rHICRT desenvolvem resposta

imunogénica a diferentes epitopos entre as proteinas. A identificacdo de epitopos
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antigénicos de CRT especificos somente para algumas doengas hepdaticas e de codlon
(SANCHEZ et al., 2003), refor¢a a hipotese de anticorpos especificos para tBmCRT ou
rHICRT, embora ocorra a predominancia de anticorpos em comum. Os resultados do
ELISA de competigdo ratificam a predicdo de antigenicidade da BmCRT e HICRT,
sugerindo que ocorre a formagdo de anticorpos especificos para cada CRT e também de
anticorpos comuns para as duas proteinas. Estes dados sugerem que a resposta gerada pelo
sistema imune dos bovinos ¢ parcialmente diferente para as duas proteinas, ocorrendo
maior especificidade (melhor reconhecimento) para a proteina que estimulou o sistema
imune. Permitindo-nos supor que a ndo identificacdo da rHICRT pelos soros dos bovinos
infestados possa ser devido a uma menor especificidade em relagdo aos anticorpos
produzidos contra a BmCRT.

A BmCRT e rHICRT induzem hipersensibilidade imediata em bovinos
imunizados. A hipersensibilidade imediata consiste em uma seqiiéncia tipica de eventos
com exposicao do antigeno, ativacdo de células Th2 especifica para o antigeno, producao
de anticorpos IgE, ligacdo do anticorpo ao receptor de mastdcitos e degranulagdo dos
mastocitos e eosindfilos liberando fatores vasoativos, espasmoddicos € quimiotaticos que
causaram permeabilidade dos vasos sanguineos conseqiientemente edema e taxia de
PBMC, macrofagos e neutrofilos (ABBAS et al., 2005). Testes de hipersensibilidade
cutanea tém sido utilizados para determinar antigenos responsaveis por reagdes alérgicas.
HLATSHWAYO et al., 2004 inocularam extrato de Amblyomma cajennense na orelha de
coelhos induzindo hipersensibilidade cutanea em individuos previamente infestados. A
inoculagdo de antigenos purificados de larvas de R. microplus produziram reagdes de pele
relacionados com o nivel de resisténcia do hospedeiro (WILLADSEN et al., 1978).
Cobaias vacinados com o antigeno 64TRP apresentaram lesdes papulares eritematosas e
necrose da pele, com abandono do local de alimentagdo pelo R. sanguineus. Na
histopatologia, foi visualizada hiperplasia de epitélio com fissuras epidérmicas, infiltrados
de eosinofilos e basofilos (TRIMNNEL et al.,, 2005). Quanto ao tipo de reagdo de
hipersensibilidade cutanea induzida no local de fixagdo dos carrapatos R. sanguineus em
hospedeiros infestados, observou-se uma forte reacdo de hipersensibilidade imediata em
cdes e camundongos (hospedeiros susceptiveis), enquanto que cobaias (hospedeiros
resistentes) desenvolveram uma pequena reacdo imediata, e forte reagdo de

hipersensibilidade tardia (SZABO et al., 1995; FERREIRA et al., 2003). Estes resultados
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sugerem uma imunossupressao causada pela saliva de carrapatos sobre células de
linfonodos de caes e camundongos. O mesmo ndo ocorrendo para células de linfonodos de
cobaias infestadas sucessivamente, sugerindo que esses hospedeiros demonstram
diferengas significativas na elaboracdo da resposta imune contra carrapatos (FERREIRA et
al., 2003). FRANZIN (2005), verificou a predominancia de um perfil de citocinas de
padrdo Thl na resisténcia a carrapatos em cobaias, enquanto diversos trabalhos sugerem
uma resposta Th2 para cées, camundongos ¢ coelhos infestados por R. sanguineus ou A.
cajennense (HLATSHWAYO et al., 2004; MUKAI et al., 2002; SZABO et al., 2005). Em
bovinos a resisténcia natural adquirida contra o carrapato desenvolve linfocitos T e B de
memoria, que permitem uma resposta de hipersensibilidade imediata mais eficiente contra
o estagio de larva, a ativacdo do sistema complemento e a produgao de anticorpos contra
substancias secretadas pelos carrapatos. Pouco se sabe a respeito do tipo de produtos
secretados pelas larvas nos hospedeiros; porém, seriam estas secrecdes que provavelmente
estariam envolvidos no desenvolvimento da resisténcia induzida por infestagdes
sucessivas. A saliva, secretada durante a alimentacdo do carrapato, possui um “coquetel”
de substancias com atividade moduladora das reag¢des imunes (WIKEL et al., 1999)
auxiliando a permanéncia do carrapato no bovino. A fun¢do imunomoduladora descrita
para a CRT em outras espécies de carrapatos sugere que a BmCRT e HICRT estejam
envolvidas no controle das reacdes inflamatérias e de hipersensibilidade local. A
administracdo de rBmCRT e rHICRT em bovinos imunizados com estas proteinas causou
hipersensibilidade imediata 30 a 120 minutos ap6s a inoculacdo intradérmica, ndo sendo
identificado alteracdes histopatologicas entre os tratamentos e controles. A presenca de
edema com a metade do didmetro dos tratamentos, quando inoculado o controle de
purificacdo (expressao com vetor selvagem), indica que a purificacdo realizada por
cromatografia de troca idnica seguida de gel filtragdo ndo foi capaz de remover totalmente
os contaminantes bacterianos, como o LPS, que sdo abundantes em E. coli e sdo
conhecidas moléculas pro-inflamatorias (GWAKISA et al.,, 2001). A discreta reagdo
observada no bovino 2 (imunizado com rBmCRT) pode estar relacionada a diferencas de
sensibilidade individuais ao antigeno (HLATSHWAYO et al., 2004). Estes resultados
sugerem que os bovinos desenvolveram uma resposta imune Th2 contra a rBmCRT e
rHICRT, resultando no aumento de mastdcitos e eosinofilos, estimulando a produgdo de

anticorpos. Embora em algumas espécies susceptiveis a carrapatos a resposta Th2
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(humoral) ¢ predominante, em bovinos a reposta humoral esta relacionada com individuos
mais resistentes (WIKEL et al., 1976). A saliva de |. ricinus inibe a proliferagao de células
B estimuladas e a secre¢do de IL-10 por células B ativadas (HANNIER et al., 2003;
HANNIER et al., 2004), sendo outro indicativo que o envolvimento de anticorpos seja
importante para a protecao. Outro estudo, avaliou o padrdo de imunoglobulinas anti-saliva
de R. microplus, em bovinos com diferentes graus de resisténcia natural ao carrapato,
encontrando maiores niveis de IgG em animais resistentes (KASHINO et al., 2005). Além
da correlacdo entre titulo de anticorpos e protecdo, outros achados experimentais sugerem
que os anticorpos sejam a principal linha de defesa contra os carrapatos. Moléculas de IgG
intactas foram observadas na hemolinfa de diferentes carrapatos, como Ixodes ricinus
(BROSSARD et al., 1984), Hyalomma excavatum, Rhipicephalus sanguineus (BEM-
YAKIR, 1989) e R microplus (Da SILVA VAZ Jr. et al., 1996). A identificacdo de uma
proteina ligante de IgG (immunoglobulin G-Binding Proteins — IGBPs) na saliva de R.
appendiculatus ¢ outro achado que demonstra a importancia dos anticorpos na resposta
contra carrapatos (WANG et al., 1994). Em R. microplus foi identificado um gene similar
a IGBP sendo abundantemente expresso na glandula salivar de machos (KASHINO et al.,
2005). Estes autores sugerem que a presenca de uma IGBP na saliva de R. microplus é um
forte indicativo de que os anticorpos exercem um efeito deletério sobre o carrapato. Apesar
das evidéncias experimentais, ainda ndo foi obtida uma prova definitiva de como os
anticorpos atuam contra os carrapatos € da sua verdadeira importancia no controle da
parasitose.

Para que os carrapatos se alimentem de sangue, por varios dias, sem que ocorra a
coagulagdo, um coquetel de substancias anticoagulantes sdo secretados junto com a saliva
do carrapato, permitindo que o sangue estocado ndo coagule em seu intestino e seja
metabolizado de forma gradativa durante o periodo de ovoposi¢do. A saliva dos carrapatos
contem algumas substancias com func¢do anticoagulante, como a microfilina (CIPRANDI
et al., 2006) e a BmAP (HORN et al., 2000). Estas proteinas com atividade inibitéria da
trombina, presentes na saliva do R. microplus, impedem a hidrolise do fibrinogénio.
Alguns trabalhos mostram que a CRT desempenha fungdes anticoagulantes (OSTWALD et
al., 1974; SUCHITRA et al., 2005; TAN et al., 2006), permitindo-nos supor que a CRT
encontrada na saliva do R. microplus também possa desempenhar fungdes anticoagulantes.

A primeira funcao descrita da calreticulina humana foi como proteina ligante de célcio no
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reticulo endoplasmatico (OSTWALD et al., 1974). O dominio C-terminal (dominio C)
apresentando alta capacidade / baixa afinidade de ligagdo a célcio (25 M) e o dominio P,
que ¢ um dominio interno, o qual apresenta um sitio de ligacdo de calcio de alta afinidade e
baixa capacidade (1 uM) de calcio (OSTWALD et al., 1974). A incubagdo de 0,8 ou 3,1
uM rBmCRT com 6 mM de célcio retardaram a recalcificagdo plasmatica. O efeito
anticoagulante foi observado incubando a rBmCRT com célcio previamente. Nao
ocorrendo alteragdo do tempo de recalcificagdo plasmatica quando incubado a rBmCRT
previamente com plasma e apds adicionando calcio; em comparagdo com controle sem
adicdo de rBmCRT. Sugerindo que a rBmCRT estd com sua estrutura tridimensional
correta dos sitios de ligagdo para o calcio. E importante lembrar que, a CRT recombinante
de N. americanus ndo ligou calcio (KASPER et al., 2001). Os efeitos inibitorios da
rBmCRT sobre trombina bovina ndo foram observados (dados ndo mostrados). Ainda, ¢
descrita a capacidade da CRT modular a produgdo de 6xido nitrico pelos vasos endoteliais,
bloqueando adesao e ativagao plaquetaria e a liberagdo de serotonina (KUWABARA et al.,
1995), evitando a formagdo de trombos em vasos lesionados, reduzindo o tempo

coagulacdo do sangue total e de formacao de coagulos dependentes de plaquetas (DAI et

al., 1997)



CONCLUSOES

A BmCRT ¢ imunogénica a bovinos.

As fragdes rBmCRT 400 e rBmCRT 500 que foram utilizadas para imunizagdo de
camundongos, produziram anticorpos a epitopos comuns.

A analise, in silico, com o modelo de predi¢do de potenciais antigénicos de
Jamerson-Wolf e in vitro, por ELISA de competi¢do, com a rBmCRT ¢ a rHICRT sugerem
a presenca de epitopos diferentes e em comum.

A capacidade de ligagao de calcio das CRTs ¢ mantida na rBmCRT, a qual ¢ capaz
de aumentar o tempo de recalcificagdo plasmatica; no entanto, ndo sdo observados efeitos
sobre a trombina bovina.

O mesmo niimero predito de sitios com potencial ligante de C1q s@o encontrados na
rBmCRT e na rHICRT. Estando todos os sitios dispostos de formas semelhantes nas
superficies das moléculas preditas, quando comparadas a HuCRT, que possui potencial
inibidor do complemento e ligante de Clq ja conhecidos. Portanto, sugerimos que a

rBmCRT e rHICRT também desempenhem estas fungdes.



PERSPECTIVAS

A caracterizagdo de algumas fungdes da calreticulina do R. microplus e seu
potencial imunogénico a bovinos foi realizado neste trabalho, no entanto, para melhor

entendermos a interacdo parasito-hospedeiro ainda ¢ necessario ser avaliada:

- a predominancia de estimulo a Th1 ou Th2 do sistema imune de bovinos.

- testar o potencial alergénico e ou imunossupressor da calreticulina livre de
contaminantes pro-inflamatorios.

- verificar a ocorréncia de IgE contra BmCRT no soro e na pele de animais
infestados e imunizados.

- realizar desafio com R. microplus com um namero suficiente de bovinos
imunizados para realizar andlise estatistica sobre a sobrevivéncia dos carrapatos e

fertilidade dos ovos.
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