aney Pl 9704150-5 A Sm.or

AB1K 38/385

(22) Data de Deposilo: 26/08/1997

" REPUBLICA FEDERATIVA DO BRASIL (43) Data de Publicacao: 15/06/1999
Ministérin do Desenvolvimeninda hdistia @ doCamérde (RP| 1484)

institito Nacional da Propriedace Indusirial

(54) Titulo: Vacina contra o carrapato

(71) Depositante(s): Unvers:dade Federsl do Rio Granda do Sul
(BR/RS) , Aol Masuda (BR/RS) , Catlos Jorge Loguko de Olvesra (BR/RJ) ,
Habajara da Silva Vaz Junior {BR/RS) , Jogo Carlos Genzales (BR/RS) ,
Marcos Henrigue Femesra Sorging (BR/RJ) , Pedro Lagerblad de Qlvwesra
(BRR.))

(72) Inventor(es): Aol Masuda, Aol Masuda, Carlos Jorge Logulo de
Olvelra, Cartss Jome Logullo de Oliverra, Hahsaburo Masuaa, Habsaburo
Masuda, itabajara da Siva Vaz Junicr, itabajara da Sitva Vaz Jumar, Jado
Canas Gongzales, Jodo Carlos Gonzales, Marcos Menngue Ferresra Sorgne,
Marcos Hennque Ferrerra Songine, Pedro Lagerblad de Olnaira

(57) Resumo: "vacna Conlra Camapaes”, carcatenzade pelo
isblamento de um antigeno do carrapato bovans, Boophilus microplus. Este
antigeno 1Solado é UM precusar ag peolease asparica, mais abudante nos
ovos do camapato, mas tambem prasente na hemoinfa @ no aparelho
digestivo, onde & sintstizada. O uso deste antigens ¢como imundgeno em
bovino resuliou em signficativa redugio da capackiade reprodutna dob
camapatos de forma que o antipeno poas ser utizado como vacing para
preven a infestagao, isodamente ou etn conjuntn coth outros antigenos.
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“Wacinag Jontra Carrapartos”.

Pefere-se o presents invente E isolamenco &
caracterizacée de um ancigeno d¢ carrapate povine, Poophilvs

microplus, O antagenc lsclade, dencminade EYC, 2 e plecnrscor
de provease aszperrica, mais abundante nos ovos de carrapato,
mas tani:m present: ng hemelinia & no zparelho digestive,
onde € sintetizada. ¢ wvae Jdeste @ntiligenc Come imuncgeng  =m

bovinos resulta em =ignificativa redugao da capacidade

A nfestacace de gado bovine peor carrapatos implica em

pesadas perdas econdmicas, devido & espoliaciy  (gque pods

chegar ate 10¢ ml Jde sanguesdia em casos de parzsivismo
intenscs) o gue  Tompromete 3 produtividade de gade £ o
desenvolviments de apnimairzs qovens, assgim come ases dJdancog &o

Joure resulranres das lesdes formadas el
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ectoparasits: ¢ as Jdiversas deencas dasz quals efte < veror.
Somande~se, as petdas Jdiretas ac custe decerrente Jdo usc de

pesticidas convencionzis chega-se a um praivize anual em tede

J

o munde  estimade  em aproximadamente 1TE 1,5 Lilbhao. <Como

in

consaguéncla, diveraas tentativas Loram relzoads ns

1

literatura rara cbrengae de protegdc imunolégica Jd= bovinos
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(20 OUCros  animais  sxperimenrals)  Coptra carraratos., R3
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cendicées de campe. A imunidade natwral, noe entanto, resplte

tentativaes de imunizagde contra carrapates Jdescrsve o uge de

mizturas omplexaz de  anrigsnos, as  guals  ampegem D
desenvolvimente Jde wma vacina capas e apreSental eficicia

quande producilds 2m escalsy ocmercizl. Além Jdisse, em varios

ascs, o2 antigenss uwtili-zdes =zram cbhtides Jda clandul:

s

Falivar do parssive. [este modo, <35 nivels Jde protsgic
erultantes 2&tavam dentre do s limites alcancgadcs

SEpentaneamente 1o Jampe.
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ENT1g9enss Jué normalments ndAc &NLram <m CORTETe Jon o Sistems
imune o hospedelrs por ¢grarem ne intericr Jo organismne do
actoparagiteo.  PFoi  disclada, caractsrizadas =2 clonadz uma
aliceprotesna cbride Je membrsnas o aparelho digestive do
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protesds =m bovines Jquande empregada  em  experimentos  de

ac obtide nide foi
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nagic. o eptanto, & grau de prece
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Fulicient:s vara Jsonsvituir, isolademants, vma cacips 2Licarn,
Fostericrmsnte, £l 130 lade pelc masme TEUDG de

pesquisaderss, um cutre antigenoe capss de Jdeterminar protegio
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TickGard® ¢ Gavac?®, ambas com o antigens BmEd. apesazr de

wacinzg comexcial ainda nao oferece mniveiz de protecidc que

dizspensem o uso 42 carrapacicidar convencicnarz., Deste mods,

7

h

a obtencic Jde noves anclgsnos  Jue o am funcicnatr  como

oy

alternativa e/ou complementar a a¢ds daqueles ja Jdescricves

constituli zvange  impertante no desenvelvimente e Taclnas

ooantagens isclade & uma prorean: r=lativamente sbundancs
no owo doe Boophilos microplus, repreéesentande agroximadamente
9, 8% das proteinas totals, dJdeterminade por EIM-PRGE sequide

de densitometria.,

filtraciye =m qel. O3 ovos 30 homogensizaacs, +m Ccoguetel de
inilridores 3¢ protzasses, ~ontends SBTL1, leupepring, anbirfall:a
2 penzemidina. ¢ homogeneizado & centrafugade a 10,000 g por
S minutos, descartando~se ¢ material sedimentado. 0
sebrenadante ¢ diluirde £ vezes com ctampde Tris-HCl 1omM, pH

¢ aclisade em uma coluna de trocé: adnics DERE-frvopesrl

[=F)
-
s

(10 ¥ 2 cm), equilibrada no mesmo tanpéds Com Jue @ amMOSLErE &
ditlurda. 2 eluicio é felva com gradiences de HaCl (0 ~ 75 mM,

75 ~ 150 gM, 150 - 302 mM = M), smpregando-ie um fluxe de
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100 ml/hora. As fragdes contende o antigen

identificadas, reunidas, concentradas + racromatcgrafadss em

wna ccluna Jde Filtracae em gel de Jeghacryi S-_00 (120 ¥ 2,4
om), equilibrada cem rvampdc Tris-Hel i¢ mdM, od 7,4 contende
Macl 9,15 M, com um fluxoe de =4 ml.hora.

A Seqiléncia amino~terminal da nova proteina descoberta
foi obtida vor Jdegradacée autcmaricadz Jde Edman em um
microgeaquenciador de amincacidos  FCORTON, modelo 2098, =
resultou na sgeqiéncis amino-terminai: HH -K-I~F-I-F-L-R~H~-D~-
da BYC pels reacis

A medida Jdo teor de goucares redutore
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de DuBCis demonstra cue ¢ uma glicoproteirna, corraespordsnac
o8 carboadrates por gproximadamente 15% do pesc Jda proteina
nativa.
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revelz homeloglias conglstentes Com Lecursoras Jde protesses
asparticzs., Com aguel:ass proteases Que apresentaram o maicr
grau dJde homelogia, foil poegsivel alinhar o seguimento amino-
terminzl com wna =913 de clivagem rara o peptidec sinal
(entre of residugs 20 - Zd),. Fol vambem identificado um sitio

de clivagem congervado 253~L-5-¢-I-258, ponto <ste aue apo

iy

a
quebra, dJdescrite rara cutras carepsinas, Qer: a forma ativa
de cproximaaamencs 30 kD&, Js percentuals d=  Ldencidade <
similaridade firam 2eterminades atraves doe proarama EESTFIT,

para representantes Jdas principais sub-classes de prLetezses

L17]
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s dentre agquelas gque  zpresentaram

hemoliogia. Oobservou-se um significativo sercentual de

idenridads 2 zimilaridade de

£
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L2s pretelnas oom @ Zequénhcia

Fepridicve aminc-terminal. &2 ccmpe=lrdce de  amincecades  Jda

proteina  arpresenta  uma  abundanciz relativa de  3licina,
leucina & treonina, apresentando um padrdo deral zemelhante
ao e cutras catepsinas Jdo tipo D

gm pH a goire auvte-proteoslize o hidrelize
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hemeglobxdna, estas stividades si¢ inibides por prepstatina,
A proteina Lol identificada no v & pa hamclinfa por

Westein Blor. Sus rresenga na hemolinfa

¢ ¢vo, indica Jgue estes também podem ser utilizaacs come
f[cnce para purificagio do antigenc.

wnunceldéaics rrotetcora, lecerros com idade de & meses foram

inoculades por vie intramuscular por 4 wezes oom wntervalos

Jde 10 dias encre cada inoculacice com o0 ug Jde BYC suspensa
e adiuvante il A, Apes 1E dias da vledima inccvlagdce o ¢

-

ecerres imunizados & 8 bezerres conctroles (incculades apenas

;om o adjuvvante) foram  infestedos com 20,000 larvas de

Bovphilus micreplus. g animais f£oram mant:alg =m bailss

individuals & 8 Carrapatos Qque completavam ¢ Ccicle biclegice

de £ ~ada Bovine sram
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eficdeia (%) = 100[1i=~(CRT » CRD = CREY], onde:

o oo numere de

foar

CRT: corresponde &o occeficiente de redug

CRO: cerresponde ao Ccoelicisntse de reducio da oveoposturas

CERF: oorrespronas ao cosficiente de redugio da f2rrilideds
JOE SVOS.

O coeficiente de reducio do namero de fémeas ingurgitadas
¢ calculasde come a razio entre o numers méedio de fémeas

o hewinoes racinaacs e

o

inguesitadas que complataram o cicle
o numers Je Edmeas ingurcitadas aque complstarem o Jislo nes

Povines ndc racinades (contrele), O coeficients e redugac de

re ¢ paso medic d
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postura Je todas zg Lemeas inguroicadas que completaram o
cicle pos bovinces vacinaacs € O pesc medic da postura de
todag &z fémezs ingqurgitadas gque completaram o Cicle nes

Lovinos nadn vacinado=z. o co=slicients e reducdo de

fertiiidads dos cives ¢ calculace come a ratdde entrs: a nedie
da goma g gese de ovosf fertelr cbtides Jde 5,0 aramas Jde oves

provenientes de £3meas ingurgitadas que ocompletaram ¢ ciclo
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em  animais vacinados ¢ & média da goma Ao peso de ovos
tercats obtidcs de 5,0 Jaramas de overs provenientas de Fémeas

inguraitzdas  gue completaram < Cicle em  Lovines nao

0 numers Jde f£émeas inourgivtadas que completaram o clolo

€ita pelas Iemeas

s
=
T,
{at
[
{51
ng
=]
=
=t
oo
(]
o
T3
e
7]
)
2
f
3
o)
i
T
=
H
6]
=,

ingurgitadas, tomades comd amestra, que conpletarezm o cicle

em vada Lovine 5,0 gramas de Eémeas incgurgivadag) = oa s0mMaE

I
1,

de peso de cves  fLargels provenientes Jda  postura las

teleoginas tomadas comd amestra Jue completaram o cicle &

cada boving estac colocsdes na tabela I B eficiénciz Jdo
zntigende, calculada cem pase n: delinicho acima = nos Jdados

apresentades na tabela 1 fol 38% Juande o Lovines forx
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degatiados com larvas de 10 Jdias e 293y quands <2 bovines

izacs com lzrvas e
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Tabela i: Regultade da vacinagae de bevinos e

CALTEZpatos.
Mumsro 2 Feso 1
CArrararcs oy
Ani Parzial Fémeaz Cve Lervs
mal  mente
Inaurgi- Inqurgar-
tada tada
Exreriments I
Controle 1 a2 1.1¢4 le,2 13,0
2 107 cen20 20,2 17,9
3 LX) .01l 18,0 17,1
3 23 1.¢17 0,5 iR, o
MedlatEF ol 1,85 g, LS,
17 o 1,0 =~1,>
Vacinade £ 193 1.49290 la, & 15,5
& 45 1,385 B, 5 12,50
7 42 1.20% 15, 15,¢
o 74 1,776 12,1 1¢t,n0
MagdiziET S8 L5865 LGRS R
TAt 154 ko, 5 k0, E
Diferencs 1%)* -11 -3 S.eo1e, 7
Experimente TI
Controle 3 1= 05 1%, 11,
in 1E B 17,4 15,4
il 27 1,550 iz,z =,
i2 Z1 LLoEO le,» 15,4
HédiazEPR -1 #40 18,2 13,4
T x115% #l,2 £1,°%
Vvacinade 13 19 a1t I, . 1L, 0
i4 53 ces 14,5 Y0, >
15 7o Loz Lo, 1.4
14 25 1558 13,7 9,z
MédiztEP 44 A0 15, ¢ 1o,
14 111 3,9 a0, T
Ciferenga 1% =114 o L7 Le, o
T Diferenca t3¥= 100w (l-avaler

vacinado valor medic do grppe contrelai

E.P. = Erro Fadric.
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ABREVIATURAS UTILIZADAS

DEAE - dietilaminostili

kDa - gquile Daiton

SBTI - inibidor de tripsina de 2oja

28 - Jdoedecil-zulfate de sodic

SDE~FAGE - eletrcforese em 92l de poliacrilamid

Trig = trihidreximetil aminometanc

F - prolina

L - leucina

O~ acide aspercicoe

M - metisnina

X o= gqualquer amincacaide

paragina

£h

H o~ a
£ - fenilzlzanina
H - hiztidina

glicina
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REIVINDICAGAOD
i-"Yacipa Contra Carraparos”, caracterizsda pelc use, em
cualquer dosagem da mistura, de anriueno doi precursor e
protease aspartica, dencminade BYC, do carrapato bevine,
Boophiius infcropius, pelo uso rle parces oo antigeno cbtido
por erxtragdo = cromatearatfie ce carrapartos, por extracic e
cromatografia de Srgdcs rde carrepates ol produzidos em cutros

vrganismos por melo d& técnicas de DNA recombinante.
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RESUMO

“Jacina Contra Cerrapatos”, caracterizada pelo isolamentco
de um antigeno deo carraparo bovino, Spophilus microniins., Zste
antigene isvladae € um pgrecurzcr ce prortezse aspdrtica, naisz
abundante nos ovos do carrapatco, mas tambem presente na
hemolinfa e no zparelho digeszcivo, onde é sintebtizada. 2 uso
deste antigeno come imundgenc em bovince  resultou am
g1anificegiiva reducac da capacicade reprodutiva dos
cerraratos cie forma aque ¢ antigeno pode sex utilizadc como
vaclnd para preavenir a infestagae, iscladamente cu oem

conjunco com cubres anticanes.
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