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CARRAPATO A presente inven8éo se
caracteriza como uma vacina contra o carrapato
bovino contendo uma metaloprotease
encontrada, principalmente, na gléndula salivar
de carrapatos adultos, bem como em lan/a,
produzida a partir de partes do antigeno obtido
por extragéo e cromatografia de tecidos e/ou ?
uidos de carrapatos, por extragéo e
cromatografia de érgaos de carrapatos ou por
ser produzida em outros organismos por meio de
técnicas de DNA recombinante. A imunizagéo
com metaloprotease resultou na redugéo da
viabilidade do carrapato completar seu ciclo
biolégico, de forma que 0 antigeno pode ser
utilizado como vacina, isoladamente ou em
conjunto com outros antigenos, para prevenir a
infestagéo por carrapatos ole bovinos e outras
espécies de animais.
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ANTIGENOS DE METALOPROTEASE OU PEPTIDEOS DERIVADOS PARA CONTROLE
DO CARRAPATO

Refere-se o presente invento ao isolamento, caracterizagéo de uma
proteina do carrapato bovino, Rhipicephalus microplus. A proteina isolada,
denominado Met4-Bm, é uma metaloprotease encontrada, principalmente, na
glandula salivar de carrapatos adultos, bem como em larva. A imunizagdo com
a metaloprotease resultou na redugéo do numero de fémeas de carrapato que
completam a fase de alimentagdo em bovinos, de forma que a proteina ou
peptideos derivados, obtida por extragéo e cromatografia de tecidos e/ou
fluidos de carrapatos, por extracéo e cromatografia de érgaos de carrapatos ou
produzida em outros organismos por meio de técnicas de DNA recombinante,
pode ser utilizada como vacina para prevenir a infestagao, isoladamente ou em
conjunto com outros antigenos ja descritos ou a serem descfitos.

O carrapato Rhipicephalus microplus € um eotoparasita‘ hematoéfago que
causa importantes perdas produtivas na bc;vinocultura, além de transmitir
protozoarios como Babesia bovis e B. bigemina que causam a tristeza
parasitaria bovina. O controle do carrapato R. microplus atualmente & feito com
acaricidas. O fato dos acaricidas apresentarem alto custo, poluirem o ambiente
e do aparecimento de linhagens de carrapatos resistentes, induziram a procura
de métodos alternativos para o controle do parasita. O nosso grupo de
pesquisa atualmente tem procurado identificar proteinas alvos para o controle

do carrapato.
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A caracterizacdo de moléculas envolvidas no metabolismo do carrapato é
capaz de auxiliar o desenvolvimento de métodos alternativos de controle. As
metaloproteases caracterizam-se como um dos componentes salivares

f
envolvidos com o repasto sanguineo e a transmissao de patdgenos em outros
carrapatos.

A metaloprotease é uma enzima bastante estudada, desde suas
caracteristicas cinéticas e fisico-quimicas a elucida¢do de sua estrutura em
diversos organismos. No entanto, ndo ha trabalhos na literatura que descrevam
as caracteristicas de uma metaloproteina de R. microplus com potencial
imunoprotetor contra o carrapato bovino.

Diferentes metaloproteases foram identificadas em carrapatos. Em /xodes
ricinus cinco metaloproteases foram caracterizadas. Através do silenciamento
génico demonstrou-se que o nocaute de duas delas, Metis-1 ’e Metis-2, impediu
o sucesso do repasto sanguineo. Em R. microplus foram "c;aracterizadas cinco
metaloproteases da familia das reprolisinés e trés das astacinas. O
silenciamento das metaloproteases da familia das reprolisinas BmMP1,
BmMP2 e BmMP3 quando combinadas foi capaz de diminuir a taxa de
oviposi¢do, bem como a delegdo das metaloproteases da familia das astacinas
As51 e As70. Técnicas de silenciamento génico permitem o acesso a fungao
proteica identificando alvos promissores vpara um controle vacinal. Em
Haemaphysalis longicornis seis sequéncias génicas codificantes para

metaloproteases foram identificadas. YEm  Rhipicephalus  sanguineus
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demostrou-se a presenca de sete sequencias através de um transcriptoma de
gldndula salivar.

A escolha da Metaloprotease 4 de R. microplus, Met4-Bm, como ajvo
vacinal foi baseada nos efeitos da vacinagdo do carrapato Haemaphysialis
longicornis com uma metaloprotease que causou mortalidade em ninfas e
adultos. A Met4-Bm é a sequencia génica com maior identidade com a HLMP1
de Haemaphysalis longicornis. Em Ixodes ricinus a metaloprotease Metis-1,
cujos anticorpos tém reacgédo cruzada com Metis-2, também foi utilizada como
antigeno vacinal. A imunizacéo interferiu no repasto sanguineo, afetando o
ganho de peso das fémeas adultas e a taxa de oviposi¢ao.

A clonagem da regido codificadora da metaloprotease Met4-Bm, para
gerar a proteina recombinante rMet4-Bm, foi realizada utilizando a técnica de
PCR. Para a clonagem, oligonucleotideos baseados nas‘regiées carboxi e
amino terminal da metaloprotease foram utilizados na,ré‘agéo de PCR para
amplificar a sequéncia do cDNA da metalopréteas.e de glandula salivar de R.
microplus. O produto do PCR correspondeu a um fragmento de 1680 bp,
referente a sequéncia do cDNA da metaloprotease. O fragmento gerado foi
purificado a partir de banda do gel de agarose, e inserido no vetor de clonagem
PGEM-T e bactérias Escherichia coli (linhagem TOP10) foram transformadas
com o plasmideo resultante. O plasmideo recombinante foi extraido através da
técnica de minipreparacéo e a sequéncia de acidos nucléicos determinada por

sequenciamento. A sequéncia de aminoacjdos preditos da metaloprotease de
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R. microplus foi verificada por andlise comparativa com sequéncias de
metaloproteases obtidas no GenBank.

A seguir foram projetados oligonucleotideos para que a regjao
codificadora da Met4-Bm fosse clonada no vetor de expresséo pET-ISa,
utilizando como enzimas de restricio Nhel e BamHI. A partir da construgao
pGEM-T-Met4-Bm foi realizado um PCR com Elongase. Diferentes condi¢des
de reacdo foram testadas e a que resultou na amplificacdo do inserto de 1680
pb foi utilizada. O inserto amplificado foi purificado e hidrolisado, juntamente
com o vetor e com as enzimas de restricdo Nhel e BamHI. Para a ligagéo, o
inserto e o vetor, numa proporgao 3:1, foram ligados com a enzima T4 DNA
Ligase. A reagéo foi mantida a 16°C por 18 horas originando a construgéo
pET-5a-Met4-Bm.

As bactérias E. coli linhagem TOP10 foram tranéformadas com a
construgéo resultante (pET-5a-Met4-Bm) pelo métodoi de;eletroparagéo. Das
colénias bacterianas transformantes obtidas, Qma colénia isolada foi inoculada
em 1,5 mL de LB contendo ampicilina e crescida por 16 horas a 37°C sob
agitacao constante. O plasmideo recombinante foi extraido por minipreparagéo
e a sequéncia de acidos nucléicos determinada por sequenciamento.

As bactérias E. coli linhagem BL21 (DE3) RIL foram transformadas por
eletroporagéo para insercéo do plasmideo recombinante pET-5a-Met4-Bm. As
bactérias transformadas foram plagueadas em placa contendo agar LB e o
antibiético ampicilina e incubadas por 18 hgras em estufa a 37°C. Uma colbnia

isolada, de cada transformante, foi inoculada em 25 mL de meio SOB
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contendo ampicilina (100 pg.mL-1) e crescida 18 horas a 37°C sob agitacdo de
180 rpm. Apds o cultivo, as células foram coletadas por centrifugacéo a 5.000
g por 5 minutos a 4°C e ressuspendidas em meio novo sem antibiético};,e
usadas para inocular 500 mL de meio SOB. Estes frascos foram incubados a
37°C sob agitacdo de 180 rpm até alcangar densidade 6tica de 0,4 no
comprimento de onda de 600 nm. Para indugdo da expressao da proteina, foi
adicionado isopropil-B-D-galactosideo (IPTG) na concentragado final de 1 mM e
o cultivo incubado por 4 horas a 37°C. As células cultivadas foram
centrifugadas a 10.000 g por 10 minutos a 4°C e o sedimento ressuspenso em
20 ml de tampao fosfato monobasico de sédio 20 mM, pH 7,4 contendo 1
mg/ml de lisozima, incubando-se durante uma hora a 37°C. As células foram
congeladas e descongeladas trés vezes. A amostra foi descongelada no ultimo
ciclo e centrifugada (12.000 x g durante 20 min) coletando~ée 0 sobrenadante.
O sedimento foi lavado com tampéo fosfato 20 mM, imidale 30 mM e NaCl 0,5
M, pH, 7,4 e centrifugado a 10000 g durante 1'0 minutos e o sobrenadante foi
recolhido. A lavagem com tampao foi repetida e o sobrenadante foi recolhido e
centrifugado a 12000 g durante 30 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
separado por filtracdo com filtros de porosidade 0,45 ym e separado por
métodos cromatograficos em uma coluna com resina com metal imobilizado
(niquel) previamente lavada com agua destilada e equilibrada com tampéo
fosfato 20 mM, imidazol 30 mM e NaCl 0,5 M, pH, 7,4. Apds a aplicagdo da
amostra, as proteinas bacterianas ligadas fram lavadas com 15 ml de tamp&o

fosfato 20 mM, . imidazol 30 mM e NaCl 0,5 M, pH, 7,4. A proteina
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recombinante foi eluida em dois tampdes de eluigdo, primeiro tampéo de
eluicdo (fosfato 20 mM, pH 7,4, NaCl 0,5 M, imidazol 100 mM) e em seguida
por um segundo tampéo de eluicdo (pH 7,4, NaCl 0,5 M, imidazol 500 rr}rl\/l)
originando 3 ml de proteina recombinante rMet4-Bm.

A sequéncia deduzida da Met4-Bm contém 559 aminoacidos, com massa
molecular predita de 62,505 kDa por subunidade e ponto isoelétrico predito de
6,45 e possui caracteristicas de enzimas pertencentes a classe das
metaloproteases.

Para testar a capacidade da rMet4-Bm de induzir uma resposta
imunolbgica protetora, bovinos com idade de 8 meses foram inoculados por via
intramuscular por 4 vezes com intervalos de 15 dias entre cada inoculagéo. Os
inéculos foram preparados com 100 pg de rMet4-Bm suspensa no adjuvante
Montanide 888 e Marcol 52. Apds 15 dias da ultima inoculégéo, 0s 4 bovinos
imunizados e 3 bovinos controles (inoculados apenas/CQm‘ o adjuvante em
PBS) foram infestados com 20.000 larvas de R. microplus. Os animais foram
mantidos em baias individuais e os carrapatos que completavam o ciclo
biolégico no hospedeiro eram coletados, contados e pesados. A eficacia da
rMet4-Bm em induzir uma resposta imunologica protetora em bovinos foi
calculada pelo nimero de fémeas que completaram a fase de alimentagéo

O coeficiente de reducéo do numero de fémeas ingurgitadas é calculado
como a razao entre o nimero médio de fémeas ingurgitadas que completaram
o ciclo nos bovinos vacinados e o nimero/médio de fémeas ingurgitadas que

completaram o ciclo nos bovinos nédo vacinados (controle). O ndmero de
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fémeas ingurgitadas que completaram o ciclo em cada bovino estédo colocados

na tabela I,

Tabela |: Resultado da vacinagéo de bovinos e desafio com carrapatos.
f

NuUmero de
Grupo Animal carrapatos (n)
Vacinado 381 1069
382 1801
383 908
384 2409
Total 6187
Média 1547
Desvio Padrao 694
Controle 385 3061
386 2099
387 2965
Total 8125
Média 2708

Desvio Padrao ; o 530

a) Diferenca (%)= 100 x (1-(valor médio do grupo vacinado/valor médio do
grupo controle)).

D.P. = Desvio Padrao.

A capacidade de anticorpos inibirem a atividade da metaloprotease
permite caracterizar a Met4-Bm como um potencial antigeno vacinal para o

desenvolvimento de uma vacina contra o carrapato bovino.
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Reivindicagoes

1-Antigenos de metaloprotease ou peptideos derivados para controle do
carrapato, caracterizados por compreender um ou mais antigenq/;s, de
metaloprotease selecionados dentre aqueles que apresentam a sequéncia de
aminoacidos SEQ ID NO:1, tendo pesos moleculares de 62 kDa e um adjuvante
oleoso ou metalico, em um veiculo fisiologicamente aceitavel

2- Antigenos de metaloprotease ou peptideos derivados para controle do
carrapato de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizados pelo fato das
proteinas terem pelo menos, 80% de identidade para a sequéncia definida pela
SEQ ID NO:1.

3- Antigenos de metaloprotease ou peptideos derivados para controle do
carrapato de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizados pelo fato das

proteinas estarem em uma concentragado de 0,01 a 5,0 mg/ml.
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Resumo
ANTIGENOS DE METALOPROTEASE OU PEPTIDEOS DERIVADOS PARA CONTROLE DO
CARRAPATO
A presente invengdo se caracteriza como uma vacina contra o carfapato
bovino contendo uma metaloprotease encontrada, principalmente, na glandula
salivar de carrapatos adultos, bem como em larva, produzida a partir de partes do
antigeno obtido por extracdo e cromatografia de tecidos efou fluidos de
carrapatos, por extracdo e cromatografia de 6rgdos de carrapatos ou por ser
produzida em outros organismos por meio de técnicas de DNA recombinante. A
imunizacado com metaloprotease resultou na redugéo da viabilidade do carrapato
completar seu ciclo biolégico, de forma que o antigeno pode ser utilizado como
vacina, isoladamente ou em conjunto com outros antigenos, para prevenir a

infestagdo por carrapatos de bovinos e outras espécies de animais.
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