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INTRODUGAO

O combate ao carrapato-do-boi, Rhipicephalus microplus, possui como ferramenta
principal o controle com base em produtos quimicos. Porém, a eficacia dos acaricidas
existentes vem diminuindo gradativamente devido a selecdo de populagoes de carra-
patos resistentes as diversas geracoes destes produtos. As consequéncias diretas disso
decorrem da utilizacao mais frequente e do uso de produtos cada vez mais concentrada,
agravando a contaminagao do ambiente e dos produtos de origem animal; elevando os
custos do controle e, consequentemente, causando impactos negativos na cadeia pro-
dutiva de bovinos.

Formas de controle do carrapato, alternativos ao controle quimico, vém sendo es-
timuladas apesar de sua resposta ainda pouco expressiva. Os métodos alternativos ao
quimico sdo os mais variados. Entre estes, destacam-se a selecdo de bovinos resistentes
aos carrapatos (1EODORO et al.,, 2004); a rotacdo de pastagens (ELDER et al., 1980);
o cultivo de pastagens que dificultam a sobrevivéncia das larvas (SUITHERST et al.,
1082); 0 manejo de predadores naturais, como kgretta ibis — ou garca-vaqueira (ALV ES-
BRANCO et al., 1983) e formigas (GONZALES, 1995); a utilizagao de patogenos, como
o fungo Beauveria bassiana (CORDOVES, 1097) e a bactéria Cedecea lapagei (BRUM,
1088); além de fitoterapicos (ANDREO1 11 et al., 2013).

O desenvolvimento de vacinas contra o carrapato vem sendo considerado como
uma alternativa aos problemas de resisténcia a carrapaticidas e a contaminacdo am-
biental. Existem no mercado vacinas de efeito parcial baseadas no antigeno Bm86 de-
nominada Gavac™ (HeberBiotec S.A., PO. Box 6162, Havana, Cuba) (DE LA FUENTE
etal, 1998) e lickGard™* (IntervetAustraliaPty. Ltda , 91-105 Harpin Street Bendigo,
EastVic) (WILLADSEN, 1997).

Bm86 ¢ uma proteina presente na superficie apical de células do intestino do R. mi-
croplus (GOUGH; KEMP, 1993) e por estar presente no tubo digestivo do carrapato, nao
entrando em contato com o sistema imunoldgico do hospedeiro, ¢é classificada como
antigeno “oculto” (WILLADSEN; KEMP, 1088).

lestes realizados na Embrapa Gado de Corte mostraram que estas vacinas apresen-
taram eficacia de protecao de 49,2% e 46.4% para Gavac™ e G lickGard™", respectiva-
mente (ANDREOT 11, 2006). lais resultados levam a crer que as vacinas representam
um caminho possivel, mas ainda com necessidades de desenvolvimento de um produto
mais eficiente.

Um gene homologo ao Bm86 foi isolado de R. microplus isolado em Campo Grande,
MS (Bm86-CG), revelando diferencas na sequéncia aminoacidica predita para esta pro-
teina em comparacao com as sequéncias das proteinas Bm86 e Bm95 (ANDREOT 11 et
al., 2008).

Na Embrapa Gado de Corte sao estudadas as propriedades de proteinas inibidoras de
tripsina (Bm11s) provenientes de larvas de R. microplus (RmLL11). A imunizacao de bovi-
nos com uma associacdo de Bm11s nativas, purificadas em coluna de tripsina sefarose,
apresentou 72,8% de eficiéncia na protecdo contra o carrapato-do-boi (ANDREOL 11
etal., 2002).

Apesar da alta eficiencia encontrada, o processo de producio destes antigenos é caro
e dispendioso, tornando a comercializacao economicamente inviavel. Desta maneira,
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estudos foram desenvolvidos com peptideo sintético (ANDREO1 1 et al., 2007) e pro-
ducdo de proteina recombinante a partir de sequéncia de gene sintético e expressio em
Pichia pastoris (LANAKA et al., 1999; ANDREOT Il et al., 2012).

Pichia pastoris ¢ uma levedura metilotrofica que tem sido muito utilizada para expres-
sao de proteinas heterdlogas devido as suas grandes vantagens em relacio aos outros
sistemas de expressdo. As técnicas requeridas para sua manipulacio sao semelhantes as
descritas para Saccharomyces cerevisiae, que ¢ um dos sistemas mais bem caracterizados
geneticamente (CREGG; CEREGUINO, 2000).

As suas caracteristicas mais vantajosas sao: ter status GRAS, ser de facil manipulacao
genética, expressar proteinas heterélogas em altos niveis, ser um sistema eucariotico
capaz de promover O- e N-glicosilacao além de ser capaz de processar sequéncias sinais
(HOHENBLUM etal., 2004). Além disso, comparado com outros sistemas baseados em
eucariotos superiores, como as culturas de células de mamiferos, este sistema ¢ consi-
derado de uso rapido, facil e mais economico (GELLISSEN, 2000).

Dentro da perspectiva de procurar novas estratégias para o controle do carrapato, no
Laboratorio de Biologia Molecular do Carrapato, da Embrapa Gado de Corte, tém sido
avaliados antigenos recombinantes de um isolado regional de R. microplus, em busca
de uma ferramenta alternativa que possa ser utilizada em associacao com o controle
quimico. Dentro desse contexto pretende-se aqui mostrar os protocolos gerais para o
desenvolvimento de proteinas recombinantes para os estudos, como também, os dese-
nhos de peptideos com énfase em vacinologia reversa.

PROTOCOLOS UTILIZADOS PARA EXPRESSAO E PURIFICACAO DA
PROTEINA RECOMBINATE rBm86-CG

Carrapatos

Para o ensaio com desafio ¢ necessario a manutencao de uma colonia de R. microplus.
No desenvolvimento do antigeno -Bm86-CG, estes foram obtidos a partir de uma colo-
nia de laboratério mantida na Embrapa Gado de Corte. Os carrapatos foram coletados,
originalmente, de bovinos infestados em Campo Grande, MS, Brasil. Bovinos sensiveis
sdo infestados com larvas deste carrapato e, apos o ingurgitamento, tele6ginas sao colhi-
das, incubadas em camaras de umidade, a 28 °C e 95% de umidade relativa, para ovipo-
sicdo e incubacdo. As larvas sdo, entdo, utilizadas para infestacao 18 dias apos a eclosao.

Clonagem

Para a clonagem da sequéncia parcial do gene da Bm86-CG (nume-
ro de acesso do GenBank EU352677.1) (ANDREOL11 et al, 2008), um frag-
mento de DNA de 1.825 pb foi amplificado por PCR utilizando os iniciado-
res  EcoRI-BmCG-F1  (CGGAAIICICAICCALITIGCIC) e BmCG-Kpnl-R2
(IGGAAAGICAAGIGCGGIACCCC), em termociclador MastercyclerPersonal
(Eppendorf, Alemanha) utilizando Platinum®laq DNA polimerase de alta fidelidade,
e clonado no vetor pPICZaA (Invitrogen), em grelha com o His-lag do plasmideo. A
insercao foi confirmada submetendo o plasmideo a PCR com os iniciadores SAOX]1 e
3AOX]1 que flanqueiam o local de multipla clonagem neste plasmideo. O plasmideo
resultante foi denominado pPICZaA-BmCG. Pichia pastoris foi transformado por eletro-
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poracdo. Para tal, uma aliquota de 80 yiL da estirpe X33 de P. pastoris eletrocompetentes
foi transformada utilizando 10 pg de pPICZLoA-BmCG linearizado com Sacl, aplicando
um pulso de 20 kV durante 5 ms. As células recombinantes foram selecionadas em
placas de YPDS contendo Zeocin™ (1% de extrato de levedura, 2% de peptona, 2% de
dextrose, 1 M de sorbitol, 2% de agar, 100 pug / mL de zeocina).

DNAs dos clones foram extraidos utilizando o método de ruptura por esferas de
vidro. Um mL de sedimento da cultura foi ressuspendido com 150 mL de STES (2,42%
de lris base; 2,92% de cloreto de sédio; 0,1% de SDS; 0,372% de EDIA; pH 7,6) em
microtubo de 1,5 mL. Cinquenta microlitros de pérolas de vidro (0,425-0,600 mm) e
150 pL de fenol:cloroférmio:alcoolisoamilico (12:12:1 v/v) foram adicionados a mistura,
que foi agitada em vortex durante 1 minutos e centrifugada a 13.000 x g durante 5
minutos. O sobrenadante foi precipitado com 300 mM de acetato de potassio; o sedi-
mento recuperado e lavado com etanol 70%. O DNA foi seco ao ar e ressuspendido em
agua ultrapura esterilizada. O DNA foi quantificado utilizando um Espectrofotometro
NanoDrop 2000c¢ (I hermoScientific, EUA) 260 nm e armazenado a -20 °C.

Producao de anticorpos policlonais

Soros policlonais contra Gavac™, lickGard™", extrato de larvas de R. microplus e
rBm86-CG podem ser produzidos utilizando camundongos BALB/c. Para se obter o
extrato de larva, 8 g de larvas sao congelados a -20 ° C, macerados utilizando almofariz
e pistilo em 150 mM de 1ris-HCl, pH 7,4 adicionado a um volume final de 8 mL. O
extrato fluido deve ser sonicado com dois pulsos de 200 w 10 s a 60% de amplitude e
outros 4 pulsos de 10 sa 20%. O conteudo final devera ser filtrado em filtro de seringa
(0,22 pm) e armazenado a -20°C. A proteina total do extrato de larvas deve ser quan-
tificada e diluido 3 mg em 15 mL de 150 mM lris-HCI, pH 7,4, e emulsionado em 15
mL de adjuvante completo de Freund, proporcionando 30 mL de emulsdo de extrato
das larvas para a imunizagao.

A vacina rBm86-CG ¢é preparada com 500 pg de proteina rBm86-CG ressuspenso
em 5 mL de 150 mM de Iris-HCl, pH 74 e emulsionada com 5 mL de adjuvante com-
pleto de Freund. Vinte e quatro camundongos BALB/c femeas sdo divididos em quatro
grupos de 6 animais. Cada grupo recebe uma das quatro vacinas, a uma concentracao
de 50 pg mL! (Gavacl'M, lickGardPLUS ou rBm86-CG), ou 1.000 pg mL" (extrato
de larvas), para cada dose de 100 pL inoculada. 1res doses intramusculares devem ser
aplicadas em intervalos de 21 dias. As amostras de soro sdo colhidas 21 dias apos os
camundongos receberem a ultima imunizagao.

Dot blotting para triagem de P. pastoris transformantes

Cada clone ¢ inoculado em 5 mL de meio BMGY (1% de extrato de levedura, 2%
de peptona, fosfato de potassio 100 mM, pH 6,0, 1,34% de YNB, 4 x 10°% de biotina,
1% de glicerol) e incubado em agitador orbital a 220 rpm, 30°C, juntamente com os
controles: um clone transformado com o mesmo plasmideo e expressando albumina
sérica humana (GS115/Albumin) e X33 nao transformada. Apos 24 h de incubacao, as
culturas sdo centrifugadas a 1.500 x g durante 5 minutos, o sobrenadante é desprezado
e as células ressuspendidas em 5 mL de BMMY (1% de extrato de levedura, 2% de pep-
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tona, fosfato de potassio 100 mM, pH 6,0, 1,34% de YNB, 4 x 10°% de biotina, 0,5%
de metanol). As culturas sdo incubadas em agitador por mais 4 dias. Cada cultura ¢
suplementada com 0,5% de metanol (v/v) a cada 24 h. As culturas sao centrifugadas e
os sobrenadantes colhidos em microtubos de 2 mL, tratados com PMSE 1 mM e arma-
zenadas a -20°C.

Uma membrana de PVDF deve ser lavada por 10 s em metanol e, em seguida, 5
minutos em dgua ultrapura esterilizada. Uma aliquota de 5 pL de sobrenadante de cada
clone selecionado ¢ aplicada a membrana de PVDF pré-tratada e seca. Aliquotas de 5
mL de Gavac™ e lickGard™" sao utilizadas como controles positivos. A membrana
¢ bloqueada utilizando tampao fosfato salina (PBS) contendo 5% de leite em po des-
natado, com agitacdo durante 1 h a 30 °C e, subsequentemente, lavadas duas vezes (5
minutos de cada vez) com PBS-1' (PBS mais 0,1% de lween 80, pH 7.4).

Cada membrana ¢ entdo incubada com os anticorpos policlonais dos camundongos
vacinados com Gavac™ ou TickGard™, diluidos 1:150 em PBS, em agitacdo durante
1 hora a 30°C. As membranas sdo submetidas a trés lavagens adicionais com PBS-I,
seguidas por incubacdo com anticorpo secundario de coelho anti-lgG de camundongo
conjugado com peroxidase (Sigma-Aldrich, EUA), diluido 1:1.000 em PBS-1. O proces-
so ¢ completado por trés lavagens adicionais com PBS-1 e a incubagdo das membranas
em 5 mL de solucdo de revelacao (0,5% de diaminobenzidina, 0,075% de ureia) até se
observar a coloragdo, a qual ¢ seguida por lavagem em 4gua ultrapura esterilizada. As
membranas processadas sio fotodocumentadas.

Triagem de fenétipo e genétipo Mut em P. pastoris transformadas

Fenotipicamente, os clones recombinantes podem ser Mut* ou Mut®. O fenétipo Mut®
(utilizacao lenta de metanol) resulta da perda parcial da atividade de oxidagao de dlcool
causada por uma mutacdo no gene AOXI (alcool oxidase 1). Apesar desta mutacdo, o
gene AOX2 ainda é funcional O resultado é o crescimento lento em metanol em com-
paracao com as taxas de crescimento observadas nas estirpes Mut*, pois estas ultimas
mantém ambos os genes. A transformacao de X33, recomendada neste protocolo, pode
resultar em transformantes de ambos os fenétipos. Dessa maneira, se torna impres-
cindivel a determinacao do fenétipo em funcao da determinacio das concentracdes de
metanol a serem utilizadas nas inducoes dos diferentes clones.

Para a analise genotipica, o DNA extraido de cada clone e o DNA de GS115 (Mut*)
e GS115/albumin (Mut®) sao submetidos a PCR utilizando dois pares de iniciadores
(3AOXI1 com 5’AOXI1 e 3’AOX1 com a-Factor), seguido de caracterizacao molecular de
acordo com as condicoes estabelecidas pelo fabricante. Os produtos de PCR a partir de
DNA genomico de cada clone (Mut* e Mut®) sao sequenciados com os iniciadores para o
promotor P Estas sequéncias e a sequéncia do gene Bm86-CG devem ser compara-

AOXT'
das utilizando software ClustalW, para alinhamento de sequéncias.

Producao de rBm86-CG

Para expressar rBm86-CG, uma colonia isolada de cada clone Mut* e Mut®, assim
como de cada controle, é inoculada, separadamente, em frascos Erlenmeyer de 500 mL
contendo 25 mL de meio BMGY. As mesmas sao incubadas durante a noite em agitador
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orbital a 220 rpm, 30 °C, até atingir DO, = 4.0 (aproximadamente 16 — 18 h). As
culturas s@o posteriormente centrifugadas a 1.500 x g durante 5 minutos a temperatura
ambiente e os sobrenadantes descartados. Os sedimentos do clone Mut* e da X33 nega-
tiva sao ressuspendidos em aproximadamente 200 mL de meio BMMY, a uma OD,,
= 1,0. Cada cultura ¢ suplementada com 1% de metanol (v/v) a cada 24 h, por um perio-
do total de 96 horas de inducao. Os sedimentos do clone Mut® e da GS115/Albumin sao
ressuspendidos em 250 mL de meio BMGY e incubados durante a noite. Estas culturas
sdo novamente centrifugadas, ressuspendidas em 200 mL de meio BMMY e incubadas.
A inducao é mantida pela suplementacdo com 0,5% de metanol a cada 24 horas, du-
rante 96 horas. Apos este periodo de indugdo, as culturas sao centrifugadas a 3.300 x
g a4 °C, durante 5 minutos, e os sobrenadantes separados, tratados com PMSF 1 mM
e congelados a 20 °C.

Purificacao e quantificacao de rBm86-CG

Os sobrenadantes do material expresso pelos clones Mut* e Mut® sao quantifica-
dos pelo método de curva padrao de albumina sérica bovina (BSA) em SDS-PAGE.
Aliquotas de 50 pL de uma solucdo de BSA (0,5 pg mL") sdo utilizadas como padroes
de quantificacio em um gel de poliacrilamida a 7,5%. As bandas formadas no gel sio
quantificadas por meio de inspecao visual e pela utilizacao do software 2.0 lotalLab
(Amersham / Biosciences, Reino Unido), o qual também serve para estimar a massa
molecular aparente das bandas. Desta meneira, as intensidades de pixels das bandas
referentes as proteinas recombinantes sao comparadas as intensidades de pixels das
bandas de BSA, com concentragoes conhecidas (0,5 pg, 1 pg e 2 pg) sendo estimado
um valor em pg para cada proteina recombinante proporcional as suas respectivas in-
tensidades de pixels.

Vinte e cinco mL de sobrenadante do clone Mut* sao incubados a 4 °C, durante 1
h, com metanol 1:1 (v / v) e as proteinas sdo precipitadas por centrifugacdo a 5,000
x g durante 30 minutos a 4 °C. Os precipitados de proteinas sao eluidos por adicao
de tampao de ligacao desnaturante (ureia 8 M, Na,PO, 20 mM, pH 7,8, NaCl 500
mM). Esta solucdo é carregada em coluna de cromatografia de afinidade de ions Ni2*
(Ni-N1A, Qiagen, Hilden, Alemanha), previamente equilibrada com tampao de ligacao
desnaturante. A coluna ¢ primeiramente lavada com tampdo de ligacdo desnaturante
seguido de cinco lavagens com tampao de lavagem desnaturante (mesmo tampao de
ligacao desnaturante, porém com pH 6,0). A proteina rBm86-CG ¢ eluida em tampao
de elui¢do desnaturante (mesmo tampao de ligacao desnaturante, porém com pH 4,0).
O processo de purificacdo ¢ monitorado em SDS-PAGE 10%. As fracoes eluidas de ele-
vadas purezas sdo reunidas e dialisadas contra 1L de PBS a 4 °C, em suave agitacdo, por
24 h, sendo trocado o PBS em intervalos de 8 h.

Eletroforese e Western blotting de r-Bm86-CG

Cinquenta pL de sobrenadante de cada um dos dois clones selecionados sao mistu-
rados com 10 pL de tampao de SDS-PAGE (NuPAGE, Invitrogen) em separado. Estas
amostras sdo incubadas durante 6 minutos a 95°C, deixadas esfriar e aplicadas (20 pL)
em gel de poliacrilamida 7,5%. A eletroforese € executada por 1,5 h a 30 mA em um sis-
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tema de eletroforese 1D. Outra eletroforese 1D ¢ executada com 10 pL de sobrenadante
Mut* por po¢o para a realizagdo do Western blotting. As proteinas sdo transferidas para
membrana de PV DF pré-tratada com metanol durante 10 s e dgua ultrapura esterilizada
durante 5 minutos.

A transferéncia ¢ realizada com um sistema imerso em tampao de transferéncia
(0,3% de base lris, 1.44% glicina, 15% metanol, pH 8,4) a 100 mA durante 2 h, em
camara frima a 4°C. A membrana ¢é lavada com PBS, deixada secar em estufa a 25°C
durante 1 h, corada com solucao de Ponceau S (0,5% de Ponceau S, 1% de acido acético
glacial) e cortada em tiras. Estas tiras sao bloqueadas com PBS contendo 5% de leite em
po desnatado em agitagao a 30°C, durante 1 h, lavadas duas vezes com PBS-1, durante
5 minutos, e incubadas com soro primario diluidos 1:150 em PBS a 30°C, durante 1 h.

Uma tira ¢ incubada com cada soro: anti-Gavac, anti-lickGard, anti-extrato de larva
e anti-rBm86-CG. Cada tira ¢ lavada duas vezes durante 5 minutos com PBS-1 e in-
cubada com anticorpo secundario de coelho anti-lgG de camundongo conjugado com
peroxidase diluido 1:1000 em PBS-1 a 30°C, durante 1 h. Segue-se trés lavagens adi-
cionais, enxague em dagua ultrapura e incubagdo em solucio de revelacao (5 mL de agua
Milli-Q®, 5 mg de diaminobenzidina, 0,75 mg de NH4) até que bandas bem definidas
aparessam sobre a membrana de PV DF.

Imunoprotecao em bovinos

A proteina rBm86-CG expressa por P. pastoris Mut* ¢ emulsificada com Montanide
ISA 61 VG (Seppic, Paris), seguindo recomendacées do fabricante, para produzir do-
ses de 2 mL com 100 pg de antigeno. Um ensaio controlado ¢ realizado para avaliar
a capacidade imunogénica e protetora do antigeno rBm86-CG. Bovinos de um ano de
idade da raca Holandesa sao ambientados antes da experimentacao e recebem cuidados
veterindrios adequados durante o estudo. Os bovinos sao distribuidos aleatoriamente
em dois grupos de seis animais cada.

Um grupo ¢ imunizado com o antigeno rBm86-CG, seguindo o protocolo descrito
abaixo. Os outros seis animais servem de grupo controle e sdo tratados conforme o pro-
tocolo, exceto que recebem injecoes de 2 mL de adjuvante sem antigeno. Cada animal é
injetado por via intramuscular nas semanas 0, 2 e 4. Amostras de soro de cada animal
sdo colhidas semanalmente antes e ap6s a imunizagdo. Vinte e um dias apos a ultima
dose, os animais sao desafiados com 15.000 larvas de R. microplus, liberadas ao longo
do dorso do animal em trés aplicacdes, durante uma semana.

A coleta de carrapatos ¢ realizada diariamente, logo que as fémeas ingurgitadas
comecaram a se desprender espontaneamente dos animais controle. Os carrapatos sao
levados para o laboratério, pesados e incubados a 29°C em 85% de umidade relativa
até concluirem a postura. As massas de ovos sdo pesadas e incubadas para determinar
a taxa de eclosao, ou seja, a fertilidade.

Colheita e analise do soro dos bovinos

Amostras de sangue sao obtidas dos animais imediatamente antes da imunizacao e,
apos, semanalmente, por puncao jugular. O sangue é incubado a temperatura ambiente
por 4 — 6 h e centrifugado a 3.000 x g por 10 minutos, separando-se o soro, que fica no
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sobranadante, das cé¢lulas sanguineas. O soro obtido ¢ congelado a -20°C para posterior
analise por ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay). As amostras de soro sdo agrupa-
das por grupo de tratamento e data de colheita antes do teste. Placas de microtitulacao
sdo revestidas com uma solugao de 1 mg mL' de rBm86-CG em tampao carbonato
bicarbonato (Na,CO, 1,59% p/v, NaHCO3 2,39% p/v, pH 9,6) durante a noite a 4°C. As
placas sdo bloqueadas com 2% de BSA em PBS-1 (200 pL por poco) e depois lavadas
cinco vezes com 200 pL de PBS-1. As placas sdo incubadas com soro bovino diluido a
1:100 em PBS1 (100 pL por poco) durante 45 minutos a 37°C e lavadas novamente trés
vezes. km seguida, 50 pL de anticorpo secundario de coelho anti-lgG de bovino conju-
gado com peroxidase (Sigma, St. Louis, MO) diluido 1:20.000 em PBS sdo adicionados
e a placa ¢, entdo, incubada durante 30 minutos a temperatura ambiente, seguindo-se
mais trés lavagens com PBS1. Ao final, sao adicionados 50 pL do substrato cromégeno
com o-fenilenodiamina (1,0 mM em tampdo citrato) e peréxido de hidrogénio (1:1.000
v/v). A reacdo é interrompida apos 15 minutos com 100 puL de NaOH (0,2 M). Um leitor
de microplacas ¢é utilizado para fazer a leitura da absorbancia a 490 nm.

Analise estatistica e de eficacia

Os efeitos de vacinacdo sobre a biologia do carrapato e sua porcentagem de eficacia
sdo determinados como descrito por Garcia-Garcia et al. (1999) e Andreotti (2006).
Resumidamente, sio calculadas as taxas de reducdo associadas a imunizacdo com
Bm86-CG em relacao ao grupo nao vacinado de femeas adultas (% D1), e de capacidade
de postura (% OD) e de fertilidade (% DF). A eficacia da vacina ¢ calculada como 100 x |1
—(CRI x CRO x CRF)], em que CR1, CRO e CREF sdo, respectivamente, a redu¢ao do nu-
mero de femeas adultas, a reducio na capacidade de postura e a reducdo na fertilidade.

O teste nao paramétrico de Mann-Whitney é utilizado para comparar os dados bio-
logicos e avaliar a eficacia da vacina. Os niveis médios de absorbancias sao determina-
dos para cada grupo e comparados utilizando ANOVA, como descrito anteriormente
(ANDREOT11, 2006).

RESULTADOS OBTIDOS EM EXPERIMENTOS JA REALIZADOS COM rBm86-CG
Producao e caracterizacao de rBm86-CG expressa em P. pastoris

A partir desta metodologia, um plasmideo recombinante é construido com a in-
sercao da sequencia do gene da proteina Bm86-CG no local de multipla clonagem do
plasmideo pPICZaA, entre os locais de restri¢do EcoRl e Kpnl (Figura 6.1). A sequéncia
da inser¢ao € confirmada por sequenciamento e alinhamento com o gene Bm86-CG
(numero de acesso do GenBank: EU352677.1) com 100% de identidade. Esta sequén-
cia é clonada considerando o cassete de expressao controlada pelo promotor do gene
AOXI. O local de multipla clonagem ¢ mantido antes da sequéncia do gene Bm86-CG,
0 que permite uma futura clonagem de outras sequéncias de interesse.

Expressao da proteina rBm86-CG em P. pastoris

Os clones Mut" e Mut® sdo selecionados e induzidos para a expressao. kspera-se que
o rendimento total de proteina no sobrenadante, incluindo rBm86-CG expressa pelos
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alpha-factor signal peptide
EcoRl (1209)

Mapa do plasmideo pPICZo:A-BmCG utilizado para transformar Pichia pastoris.
0 mapa foi criado no software Vector NTI 8; AOX1 promoter. promotor fortemente induzido
por metanol; Sacl: enzima utilizada para linearizar o plasmideo antes da transformagao em
P, pastoris; alpha-factor: sequéncia correspondente do peptideo secretor de rBm86-CG;
EcoRl: sitio de restricao utilizado para a clonagem na regiao 5'; Bm86-CG: gene parcial da
Bm86-GC inserido no plasmideo; Kpni: sitio de restrico utilizado para a clonagem na regido
3'; AOX1 transcription terminator. sequéncia que determina o fim da transcricdo; Zeo(R):
gene de resisténcia a zeocinaTM, permitindo a selecdo de P. pastoris transformantes;
pUC origin: origem de replicac@o de Escherichia coli. Fonte: Rodrigo Casquero Cunha.

clones Mut* e Mut®, seja em torno de 870 mg L. A analise do sobrenadante da expres-
sdo da proteina em SDS-PAGE 7,5% revela uma banda de aproximadamente 80 kDa. O
peso molecular esperado para a proteina rBm86-CG expressa neste sistema ¢ de 79,1
kDa, correspondendo a banda de SDS-PAGE observada (Figura 6.2).

Recuperacao e purificacao da proteina rBm86-CG

Na analise da eletroforese dos sobrenadantes das culturas, os niveis recuperados
de rBm86-CG sdo em torno de 62,5 e 32 mg L' para Mut* e Mut®, respectivamente. A
purificacdo em coluna de niquel seguida por SDS-PAGE revela uma proteina com um
peso molecular de aproximadamente 80 kDa (Figura 6.3).

Caracterizacao da proteina rBm86-CG

Camundongos sao utilizados para avaliar a reacdo imunologica cruzada entre
rBm86-GC e as formas recombinantes comerciais e nativa da proteina. A analise por
Western blotting da proteina rBm86-CG realizada com amostras de soros de camun-
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FIGURA 6.2.

FIGURA 6.3.

dongos imunizados com Gavac™, lickGard™", extrato das larvas de R. microplus e
rBm86-CG revela afinidade para uma proteina de aproximadamente 80 kDa. Estes
resultados indicaram que a proteina rBm86-CG contém epitopos com o potencial para
proteger os animais contra infestacao por R. microplus.



@ Protocolos para o desenvolvimento de antigencs para vacinas contra o carrapato-do-boi  Capitulo 6

Soroconversao dos bovinos vacinados com rBm86-CG

Ao contrario dos animais controle, os bovinos vacinados desenvolvem uma respos-
ta imune humoral significativa contra rBm86-CG (Figura 6.4) (p <0,05). Os niveis de
1gG atingem um pico 21 dias ap6s a terceira imunizacdo. A resposta imune humoral
de bovinos para o antigeno rBm86-CG mostra uma correlacdo negativa em relacao
ao numero de teledginas. Uma diminuicao no nivel de anticorpos contra rBm86-CG
nos animais vacinados ¢ observada uma semana apos a infestagdo, igualando-se ao
nivel observado na semana anterior a que os carrapatos sio colocados nos mesmos
animais (Figura 6.4). A cinética da resposta de anticorpos entre bovinos vacinados com
rBm86-CG ¢ semelhante a dos animais imunizados com Gavac™ (RODRIGUEZ et al.,
1994) e lickGard™"s (WILLADSEN et al., 1989).

Imunoprotecao

A coleta diaria das tele6ginas ¢ encerrada 15 dias ap6s o inicio do desprendimento.
As dinamicas de desprendimento e de producdo de ovos mostram que um pico signi-
ficativo no numero de teleoginas e no peso de massa de ovos ocorreu no quarto dia
(p <0,05 — dados nao apresentados). A imunizacdo de bovinos com rBm86-CG deve
reduzir o mimero de fémeas adultas sobre eles em 28%. Nao é observada diminuicao

-=- 1Bm86CG
—&— Montanide ISA 61 VG

Absorvér cia (490 rm)

0,0

0 7 15 21 30 35 42 59 80
Dias apds a primeira vacinagao

Perfil de resposta de anticorpos de bovinos vacinados com o antigeno
Bm86-CG. Os animais controle foram injetados somente com adjuvante Montanide ISA 61
VG. As absorbancias de anticorpos de bovinos imunizados estao representadas pelo valor
da DO, . As amostras de soro foram diluidas 1:100 e agrupadas por dia de teste. As
selnslmﬁamosdlmdasvadnaqbea 0 icone carrapato indica o dia 51 apds a primeira
vacinacao, que é quando os bovinos foram infestados. Fonte: Rodrigo Casquero Cunha.
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TABELA 6.1. Efeitos sobre fémeas e sua descendéncia e eficacia da vacinacao com o antigeno
rBm86-CG contra a infestacao de bovinos com R. (B.) microplus isolado CG.

% REDUGAO* (VACINADOS/CONTROLES)

Antigeno DT DO DF Eficacia (%)°
Bm86-CG 28 -5 8 3
(3,305/4,594) (0.138/0.145) (88.66/96.63)
*A porcentagem de reducdo foi calculada em relacdo ao grupo controle ndo vacinado: DT, fémeas adultas; DO, capacidade de
oviposicao; DF, fertilidade.

® Eficécia (%) = 100 [l - (CRT x CRO x CRF)]; onde CRT: redug@o do nimero de fémeas adultas; CRO: reducdo da capacidade de
postura; CRF: reducao da fertilidade.

na capacidade de postura. A fertilidade ¢ reduzida em torno de 8% (labela 6.1). A
vacinacao do gado com o antigeno rBm86-CG proporciona 31% de eficacia contra a
infestacao por R. microplus.

PROTOCOLOS UTILIZADOS PARA EXPRESSAO E PURIFICACAO DE RRMLTI
Sintese, clonagem e analise das sequéncias

Para a construcdo do plasmideo, o EST (expressed sequence tag) que codifica para
RmLI1 (GenBank ID: CK186726 [21,24]) foi otimizado para cédons usuais de P. pas-
toris e sintetizado pela EpochBiolabs, Inc. A otimizacdo de codons foi feita utilizando
software proprietario EpochBiolabs, Inc., fixado em 15% de cut off para a eficiencia de
codons. O fragmento de DNA de RmLI1 sintético foi clonado no pPICZalA, dando ori-
gem ao plasmideo pPICZoRmLI1. O plasmideo recombinante codifica uma cauda de
seis histidinas que ¢ adicionada a por¢ao N-terminal da proteina produto.

Comparacoes do alinhamento, similaridade e discordancia com base em técni-
cas de bioinformatica foram conduzidos entre as sequéncias de aminoacidos preditas
para: TRmLI1, EST CK186726, BM11-6 de cDNA de ovario (GenBank ID: P83606.2)
e as sequéncias de aminoacidos N-terminais das BM11-A (GenBank ID: P83609),
BM11-D (GenBank ID: P83607), BM11-2 (GenBank ID: P83603) e BM11-3 (GenBank
1D: P83604). A ferramenta ClustalW do Biokdit e o software Vector N11% (Invitrogen)
foram utilizados para a realizacao das analises de bioinformatica. A sequéncia de ami-
nodcidos da rRmL11 foi submetida as anilises in silico de funcdo e de superfamilia de
proteinas utilizando o software InterProScan, que identifica dominios de proteinas.

Expressao, quantificacao e purificacao de rRmLTI e producao
de anticorpos murinos

A expressao e quantificacdo de proteinas no sobrenadante de cultura de P. pastoris
sdo realizadas como descrito para rBm86-CG (ltens 1.6 e 1.7). As proteinas sio pre-
cipitadas com metanol e ressuspendidas em tampao de ligacao desnaturante (Ureia 8
M, fosfato de sédio 20 mM, pH 7,8, NaCl 500 mM). A rRmLI1 ¢ purificada por cro-
matografia de afinidade em coluna de Ni2* (Ni-N1A; Qiagen, Hilden, Alemanha) com
tampao de eluicdo desnaturante (ureia 8 M, fosfato de sodio 20 mM, pH 4,0, NaCl500
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mM). O processo de purificagdo é monitorado por SDS-PAGE 7,5%. As fracoes eluidas
de elevadas purezas devem ser reunidas e dialisadas contra PBS, pH 7,4.

A utilizag@o e os cuidados com os animais devem ser realizados de acordo com di-
retrizes institucionais e devera ser aprovado pelo respectivo orgdo de regulamentacdo
de utilizacao de animais em pesquiza sendo aprovados pelo comité de ética da referida
instituicao.

Soros policlonais contra extrato de larvas de R. microplus ou tRmL11 sdo produzidos
utilizando camundongos BALB/c como descrito no item 1.3, sendo que a vacina é pre-
parada com 500 pg de rRmL11 ressuspendidos em 4 mL de Iris-HCI 150 mM, pH 7.4
e emulsificados com 6 mL de Montanide ISA 61 VG (Seppic, Paris).

Eletroforese e Western blotting da rRmLTI

A eletroforese do material ¢ realizada em gel de poliacrilamida 10% com 10 L de
sobrenadante de cultura por pogo contendo 0,55 pg mL" de proteina. O Western blotting
¢é realizado como descrito anteriormente, no item 1.8.

Ensaio de vacinacao de bovinos, analise do soro e avaliagao
da eficacia

O antigeno rRmL11 expresso em P. pastoris ¢ emulsificado com adjuvante Montanide
ISA 61 VG (Seppic, Paris) e sdo preparadas doses de 2 mL contendo 100 pg da protei-
na recombinante. Bovinos de um ano de idade da raca Holandesa sao distribuidos
aleatoriamente em dois grupos de seis animais cada. Um grupo ¢ imunizado com o
antigeno rRmL11 purificado e formulado como descrito acima. O segundo grupo (con-
trole negativo) é injetado com adjuvante/salina apenas. Amostras de soro sao colhidas e
processadas. lodos os procedimentos que envolvem o stalltest sao realizados de acordo
com métodos descritos para producdo de rBm86-CG (itens 1.9, 1.10 e 1.11). Os soros
obtidos de cada um dos seis animais, antes da primeira vacinacdo e apos, periodica-
mente, dos grupos vacinados e controle sio reunidos e armazenados em ultra-freezer
até a realizacao do ELISA.

Para a realizacdao do ELISA, placas de microtitulacdo sao revestidas com uma so-
lugdo de 1 pg mL" de rRmL11 em tampao carbonato-bicarbonato (pH 9,6), 50 pL por
pogo, e incubadas durante a noite a 4°C. Sao testadas duplicatas das amostras de soros
agrupadas por grupo e data de coleta. Os procedimentos subsequentes sao realizados
como descrito no item 1.10.

Alimentacao ex vivo de carrapatos com IgGanti-rRmLTI e avaliacao
da taxa de eclosao

As amostras de soro de bovinos imunizados com rRmL11 sdo colhidas imediata-
mente antes da infestacdo por carrapatos e submetidas a cromatografia em proteina
A sepharose para purificar IgG, seguindo recomendacdes do fabricante. A 1gG eluida
da coluna tem um rendimento esperado de 5 mg mL"!. Quatro grupos, cada um cons-
tituido por dez femeas adultas de carrapatos, sdo utilizados para o tratamento. Cada
carrapato, do respectivo grupo, ¢ alimentado com a mistura de anticorpos contendo 0,
25,50 ou 100 pg de 1gG purificada em 20 pL por meio da colocacdo de um tubo capilar
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no seu hipostomio. Depois disso as teleéginas sao incubadas a 28°C, 80% de humidade
até a postura. O efeito sobre a eclosao ¢é avaliado como descrito no item 1.11.

RESULTADOS JA OBTIDOS PARA PRODUCAO DE RRMLTI
Producao de rRmLTI em sistema de expressao baseado em P. pastoris

A identidade da inser¢ao de DNA no pPICZo. RmL11 ¢ confirmada por sequencia-
mento e alinhamento com a sequéncia de nucleotideos do ESI da RmLI1l. Um clone
Mut* ¢ selecionado e a analise da expressdo da proteina recombinante revelara uma
banda de aproximadamente 46 kDa. O peso molecular calculado pararRmL11 ¢ de 37,9
kDa. Restaainda ser validado se amodifica¢do pés-traducional por meio de glicosilacao,
potencialmente adicionando 8-9 manoses e duas moléculas de N-acetil-glucosamina,
pode ter causado a discrepancia entre os pesos moleculares calculados e observados do
produto da expressao por P. pastoris.

Quantificacoes diretas de rRmL11 a partir de sobrenadantes de culturas revelam
niveis de producao de 550 mg L. A analise do produto da purificacao em coluna de
niquel mostra uma proteina de 46 kDa e, apos a purificacdo, o rendimento sera de
aproximadamente 870 mg L. Western blotting da proteina rRmL 11 realizado com soros
de camundongos (primario anti-extrato de larvas de R. microplus e anti-rRmL11) e com
anticorpo monoclonal anti-Histidina, revela uma proteina de aproximadamente 46 kDa
(Figura 6.5).

Imunoprotecao de bovinos contra a infestacao de R. microplus

O perfil da resposta de anticorpos dos bovinos imunizados com a formulacao va-
cinal contendo RmL11 ¢ apresentado na Figura 6.6. Os niveis de anticorpos contra

Identificacdo do inibidor
de tripsina presente em larvas de R.
microplus expresso por Pichia pastoris
por eletroforese e immunoblotting. O
sobrenadante da cultura de P. pastoris
transformada com pPICZo:RmLTI foi
processado para realizacao de: (a)
eletroforese (SDS-PAGE 10%), onde o gel
foi carregado com M (marcador de peso
molecular [BenchMarkTMProteinLadder,
Invitrogen]) e rRmLTI (sobrenadante da
expressao de rRmLTI por P. pastoris); (b)
Westem blotting da rRmLTI detectado
com: (1) anticorpo monoclonal anti-His;
(2) soro de camundongos vacinados
com rBmLTI; (3) soro de camundongos
vacinados com extrato das larvas; (4) e
soro de camundongos nao vacinados.
Fonte: Rodrigo Casquero Cunha.

(a) SDS-PAGE 10% (b) Westem biotting
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Perfil de resposta imune humoral em bovinos vacinados com rRmLTI. As
leituras de absorvancia sao do ELISA das amostras de soros semanais coletadas dos
dois grupos de seis bovinos imunizados nos dias 0, 15 e 30 (setas) com rRmLTI (linha
quadriculada) ou adjuvante/salina (linha triangular). O icone carrapato indica o dia 51
apos a primeira vacinagao, que € quando os bovinos foram infestados. As absorbéncias de
anticorpos de bovinos imunizados estao representadas como o valor da DO, ., da diluicao
1:100 do soro. As amostras individuais foram reunidas por grupo e dia de coleta para testes
de ELISA. Fonte: Rodrigo Casquero Cunha.

rRmL 11 tém um pico cerca de 31 dias apés a segunda imunizacao de reforco (3* dose).
A infestacdo de carrapatos se estabelece cerca de dez dias antes do inicio do aparente
declinio na resposta humoral especifica. Um efeito transitério sobre o peso médio das
teleginas que se desprenderam dos bovinos vacinados fica evidente até o nono dia do
periodo de coleta (Figura 6.7).

Com excecio dos dias 2 e 4, o peso médio de teledginas recolhidas do grupo vaci-
nado é significativamente inferior at¢ o nono dia (kFigura 6.7, p<0,05). A equivaléncia
de peso médio de teleginas entre os grupos a partir do dia 9 do periodo de coleta é
associada com a referida redugdo nos niveis de anticorpos anti-rRmL11 (Figura 6.6).
Uma tendéncia semelhante é observada na taxa de eclosao de larvas de carrapatos que
se desprenderam de bovinos vacinados (Figura 6.8).

A contagem acumulada de teledginas até o dia 13 apo6s o inicio do desprendimento
¢ utilizada para calcular os efeitos da vacinacao com rRmL11 (labela 6.2). Bovinos
vacinados tém 30% menos carrapatos desprendendo-se deles quando comparados aos
animais injetados com apenas adjuvante/salina. Embora a capacidade de postura seja
afetada, ha um efeito significativo associado com a vacina¢do no peso dos carrapatos
e na eclodibilidade larval (labela 6.2, p <0,05). Em termos gerais, a vacina formulada
com rRmL11 oferece 32% de imunoprotecdo aos bovinos contra a infestacao de carra-
patos (labela 6.2).
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Reducao de peso de teledginas de R. microplus que se alimentaram em
bovinos vacinados com rRmLTI. Média do grupo + Desvio Padrao. *Dia de coleta com
asterisco indica que o peso médio entre as teledginas que se alimentaram de bovinos
vacinados ou de bovinos controles foram significativamente diferentes (p <0,05).

Fonte:Rodrigo Casquero Cunha.
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Porcentagem de eclosao de larvas por teledginas alimentadas em bovinos
vacinados com rRBmLTI em comparacao aos animais controles. Fonte: Rodrigo Casquero
Cunha.
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TABELA 6.2. Eficacia da vacina formulada com um inibidor de tripsina de larvas de R. (B.)
microplus recombinante contra infestacao deste carrapato e seus efeitos sobre os parametros
reprodutivos das teledginas.

NUMERO TOTAL DE PESO MEDIO DOS PESO MEDIO DOS ECLODIBILIDADE
CARRAPATOS CARRAPATOS (MG) 0vVOS (MG) (%)

ANIMAL CONTROLE VACINADO CONTROLE VACINADO CONTROLE VACINADO CONTROLE VACINADO

1 1209 818 267 210 112 161 95 90
2 661 441 254 209 138 142 98 85
3 571 588 276 209 121 143 97 86
4 521 602 285 234 145 160 98 89
5 1089 671 304 209 160 154 96 91
6 543 89 275 190 149 125 96 87
Média + 766 535 217 210 138 148 97 88
DpP* +303 + 250 17 +14 +18 +014 |2 - 014
Teste-t p=0,1810 p <0,0001 p =0,3040 p < 0,0001
% de = DW= DO = DFE=
Reducao® 30,15 24,66 -7.21 8,97

Eficacia =100 [1 — (535/766 x 148/138 x 88/97] = 32 %

“Média aritmética + desvio padréo; estdo mostrados os valores p do teste-t para amostras independentes.

*As porcentagens de redugéo foram calculadas em relagao ao grupo controle: %DT, nimero de teleginas; %DW, peso das
teledginas; %DO0, capacidade de postura; %DF, fertilidade dos ovos. Eficécia (%) = 100[I-(CRT x CRO x CRF)]; onde CRT:
reducao do numero de carrapatos adultos; CRO: reducao da capacidade de postura, CRF: redugéo da fertilidade.

Efeito de IgG anti-rRmLTI purificada na eclodibilidade larval

O efeito da resposta de anticorpos anti-tRmL11 na eclosio de larvas é também in-
vestigada ex vivo. Uma relacao dose/resposta inversa ¢ observada entre a eclosao de
larvas e a quantidade de 1gG ingerida pela tele6gina (Figura 6.9). A viabilidade dos
ovos postos por teledginas que ingeriram anticorpos lgG purificados de bovinos vaci-
nados com rRmL 11 ¢ significativamente comprometida, chegando a uma diminuicao de
75,6% na postura de carrapatos alimentados com 100 pg de 1gG (p <0,05).

Identificacao de RmLTI como um membro da familia
de ITPB tipo Kunitz

Uma comparacao das sequéncias de DNA, a do ES1 CK186726 e do clone RmL11
otimizado para utilizacao em P. pastoris, revelou 77% de identidade entre as duas se-
quéncias. Dezenove bases desta sequéncia ES1 foram deletadas na sequéncia de DNA
sintetizada para a clonagem de RmL11 no sistema de expressao de levedura (dados nao
mostrados).
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Redugdo de eclodibilidade (%)

IgGanti-rRmLTI ingerida por teledginas inibe a eclosao de larvas de maneira
dose-dependente. *Quatro grupos de dez carrapatos receberam 0, 25, 50 e 100 pg de
IgG purificada. Cada teledgina foi alimentada com a quantidade especificada de IgG num
volume de 20 pL utilizando um tubo capilar. O grafico mostra a média dos tratamentos +
desvio padréo. A porcentagem média de inibigao de eclosdo foi significativamente diferente
entre os diferentes grupos de tratamentos (p < 0,01). Fonte: Rodrigo Casquero Cunha.

A Figura 6.10 representa o alinhamento das sequéncias de aminoécidos previs-
tas para rRmL11, EST CK186726 e BM11-6 de cDNA de ovario com as sequéncias
N-terminais informadas para BM11-A, BM11-D, BM11-2, e BM11-3. As sequéncias de
aminoacidos deduzidas de rRmL11, EST CK186726 e BM11-6 sdo 99% idénticas. Foram
adicionados, durante os procedimentos de clonagem, sequéncias de acidos nucléicos
que codificam seis aminoacidos adicionais (EAEAEF) na por¢ao N-terminal e trinta
e dois aminoacidos adicionais (VPRAAAAASKLEQKLISEEDLNSAVDHHHHHH) na
porcao C-terminal da rRmLI1 Isto devido a inser¢ao de um local de restricdo e a se-
quéncia que codifica para o peptideo poli-His, respectivamente.

A semelhanca entre as sequéncias parciais de aminoacidos sugere que RmLI1 em
larvas ¢ um membro da familia de I'IPB-Kunitz, assim como a BM11-6 no ovario de
femeas adultas de carrapatos.

Uma analise melhor da suposta funcdao de RmL11 ¢ apresentada na Figura 6.11.
Relevantes caracteristicas proteicas identificadas na sequéncia de aminoacidos deduzi-
da para a sequéncia CK186726 incluem trés provaveis dominios de I'1 PB-Kunitz e dois
provaveis sitios de inibidores de proteinase 12 tipo Kunitz conservados.

Como observado na BM11-6, seis locais de N-glicosilacao estao presentes na sequeén-
cia parcial da proteina RmL11. Seis residuos de cisteina foram observados em cada um
dos trés dominios Kunitz, possivelmente para formarem ligacoes dissulfeto que dao
estabilidade ao polipeptideo compacto na sua forma estrutural.
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Alinhamento das sequéncias de aminoécidos preditas para rRmLTI, EST
CK186726, BmTI-6 de cDNA de ovario e as sequéncias de aminoacidos N-terminais de
BmTI-A, BmTI-D, BmTI-2 e BmTI-3. Fonte: Rodrigo Casquero Cunha.

PROTOCOLOS DE PREDICAO, POR BIOINFORMATICA, DE EPITOPOS
IMUNOGENICOS EM PROTEINAS DE CARRAPATOS

A Vacinologia Reversa e o uso da bioinformatica no estudo de vacinas vém ganhan-
do espaco a medida que a era pos-genomica vai depositando a cada ano mais informa-
coes sobre genomas, transcriptomas e proteomas de carrapatos (GARCIA et al., 2014;
OLIVEIRA et al,, 2013; BALIS1A et al., 2008).

Assim, ferramentas de bioinformatica vém sendo desenvolvidas com a finalidade de
analisar estes dados em conjunto com informacoes ja disponiveis sobre moléculas do
sistema imunologico (MHCs e receptores de linfocitos B e 1), tanto da espécie humana
quanto de animais (principalmente camundongos). Isso permite o acesso de pesquisa-
dores em todo o mundo a realizar ensaios in silico, visando uma triagem de antigenos ou
suas subunidades de interesse imunogeénico, para que sejam selecionados candidatos a
uma vacina com maior precisio, acuracia e, menor tempo e custo (RAPPOULL, 2000).

Carrapatos sao seres eucariotos, e ao contrario dos procariotos, largamente utili-
zados no inicio da vacinologia reversa na era pds-genomica, possuem genomas muito
extensos, o que os faz serem organismos complexos (com uma complexa interagdo
com seus hospedeiros), dificultando a selecao de um antigeno em especifico. Neste
caso, cabe a cada pesquisador definir qual estratégia utilizar para selecionar proteinas
ou familias de proteinas alvos para serem candidatas a uma vacina para algum hospe-
deiro, humano ou animal, contra uma determinada espécie de carrapato. De fato, essa
estratégia so sera possivel se 0 genoma, transcriptoma ou proteoma do carrapato a ser
estudado for conhecido.
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Um inibidor de tripsina em larvas de R. microplus é codificado pelo EST
CK186726. A sequéncia de aminoécidos deduzida a partir do DNA sintetizado para
codificar RmLTl e otimizado para codons usuais de P. pastoris foi analisada para as
caracteristicas de proteinas utilizando a ferramenta de bioinformatica InterProScan.
Residuos de asparagina (N), preditos a serem N-glicosilados estao marcados com
asteriscos. A linha pontilhada sublinha os cédons Asn-Xaa-Ser/Thr. Residuos de cisteina
(C) preditos a formarem pontes dissulfetos estao destacados em cinza. Os aminodcidos
que abrangem os dominios [TPB-Kunitz estao sublinhados. Dois locais preditos a serem
inibidores de protease |2 tipo Kunitz conservados sao duplamente sublinhados.
Fonte: Rodrigo Casquero Cunha.

Atualmente existem distintos algoritmos que possuem finalidades especificas em
analises de proteinas, como por exemplo: a probabilidade de uma determinada proteina
possuir hélice transmembrana e possuir ancora GPl, que sao caracteristicas de protei-
nas associadas 2 membrana celular, desejadas para alvos em intestino, principalmente;
possuir epitopos lineares de superficie ou conformacionais (neste caso para proteinas
que estiverem depositadas em bancos de dados como Protein Data Base, e nas quais a
estrutura terciaria for conhecida por cristalografia por raio-X, por exemplo); epitopos
para receptores de células B ou 1 (para alelos murinos ou humanos); regices intrinseca-
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mente desordenadas, nas quais os epitopos sao apresentados de maneira aleatéria, uma
vez que nessas regioes a estrutura terciaria nao ¢ constante, entre outros.

Algumas ferramentas de bioinformatica ja foram utilizadas como estratégias de va-
cinologia reversa para carrapatos (MARITZ-OLIVIER et al., 2012; PATARROYO et al.,
2002), e aqui listaremos alguns algoritmos livres e disponiveis online ja utilizados e ou-
tros que podem ser tteis em predizer caracteristicas antigénicas, bem como a maneira
de realizar essas analises. Quase todos os algoritmos exigem que as proteinas estejam
em formato FASTA, que precisa ser inserido no campo solicitado:

Cytoscape (http://www.cytoscape.org/); determina vias metabolicas baseadas na re-
lacdo entre os genes que sao mais ou menos expressos. Isso indica alvos que possam ter
maior importancia para o sucesso do repasto sanguineo pelo carrapato.

Geneious (http:/www.geneious.com/): analisa varias caracteristicas integradas den-
tro de uma proteina, como ponto isoelétrico predito, estrutura secundaria, regides an-
tigénicas, etc.

IEDB Analysis Resource (http:/tools.immuneepitope.org/tools/bcell/iedb_input):
este servidor disponibiliza de uma gama de algoritmos que predizem distintas carac-
teristicas dentro de uma proteina, como predicao de regices de superficie na estrutura
tercidria, epitopos lineares, hidrofilicidade, flexibilidade e etc. (Figura 6.12).

Emini Surface Accessibility Prediction

Q‘QWMM Kolaskar & Tongaonkar Antigenicity

\J Bepipred Linear Epitope Prediction

0 exemplo da Figura 6.12 mostra alguns resultados de analise usando
distintas ferramentas do mesmo servidor, de uma mesma proteina, baseada em sua
estrutura primdria. Os resultados sdo mostrados em forma de gréfico, onde, o eixo
horizontal (x) representa a estrutura primaria da proteina, ou seja, a sequéncia de
aminoacidos, e o eixo vertical (y) representa o escore que cada determinada regiao da
proteina adquiriu, baseado nas caracteristicas do teste desejado, onde a linha vermelha
€ o limiar escolhido. Dessa forma, as regides do grafico que estiverem acima desta linha
possuem alta probabilidade de possuir a caracteristica desejada.

Fonte: Rodrigo Casquero Cunha.
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LU Pred (http:/iupred enzim hu/): algoritmo designado para predizer regioes intrin-
secamente desordenadas dentro da estrutura terciaria de uma proteina (1UPs). Essa ca-
racteristica ¢ interessante principalmente por consistir de regices nas quais a estrutura
terciaria ndo ¢ definida ou constante, resultando em possiveis epitopos que podem ser
constantemente expostos, independente da regido estar na superficie proteica (Figura
6.13).

MHC 1l binding predictions (http:/tools.immuneepitope. org/analyze/html/mhc_
11_binding html): prediz regioes na estrutura terciaria da proteina que possuem grande
probabilidade de se ligarem a molécula de MHC de classe 11 (Figura 6.14).

MODELLER v9.15 (https://salilab.org/modeller/9.15/release html): realiza modela-
gem de estrutura 3D, destacando regioes que podem ser possiveis epitopos, inclusive
conformacionais (Figura 6.15).

SignalP 4.1 Server (http://www.cbs.dtu dk/services/SignalP/): este algoritmo indicaa
presenca de peptideos sinais, indicando se a proteina é secretada pela via classica, assim,
indica se pode ser importante para o estabelecimento da relagdo parasito-hospedeiro.

Swiss-PDB Viewer (http://spdbvyvital-it.ch/): realiza analises de varias proteinas ao
mesmo tempo. lrabalha no sentido de dedug¢do de alinhamentos estruturais e compara
seus sitios ativos ou outra regido relevante.

IMHMM Server v. 2.0 (http:/www.cbs.dtu.dk/services/IMHMMY/): algoritmo que
prediz regioes de hélices transmembranas, indicando se a proteina possui caracteristica
de proteina de superficie celular (interessante no caso de glicoproteinas de intestino
(Figura 6.16).

UCSE Chimera (https:/www.cgl.ucsf.edu/chimera/): programa que realiza anali-
ses de estruturas moléculas e dados relacionados, como mapa de densidade, arranjos
supramoleculares, alinhamentos de sequéncias, trajetorias, resultados de acoplamento
(docking), e conjuntos conformacionais em imagens de alta qualidade.

Neste exemplo, observamos que ao longo da estrutura primaria desta
proteina, apenas as regioes amino e carboxi terminais, e uma regiao situada entre 0 amino
terminal e intermediaria possuem que estao acima do limiar escolhido, ou seja, que
possuem alta probabilidade de ser uma regiao intrinsecamente desordenada.

Fonte: Rodrigo Casquero Cunha.
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Pode-se observar a presenca de seis picos no gréafico que ultrapassam o limiar
(linha pontilhada vermelha). Esses pontos representam regioes ao longo da proteina com alta
probabilidade de se ligarem a um receptor MHC de classe Il humano oriundo de um determinado
alelo, que pode ser escolhido previamente a analise, apds a proteina ter sido processada e
apresentada via uma célula apresentadora de antigeno (APC).
Fonte: Rodrigo Casquero Cunha.

VaxiJen v2.0 (http:/www.ddg-pharmfac net/vaxijen/Vaxijen/VaxiJen html): este al-
goritmo tem como objetivo informar se determinada proteina ¢ ou nao imunogenica,
baseada na sua sequéncia em homologia com proteinas de seres humanos. Utilizado
para determinar se proteinas virais, bacterianas, parasitarias, fungicas ou tumorais sao
antigénicas.

Este é 0
resultado de uma imagem em
3D de uma modelagem de uma
determinada proteina (traduzida
do mRNA) da glandula salivar
de Amblyomma cajennense
(GARCIA etal., 2014). 0 destaque
em azul representa a regiao do
epitopo alvo de natureza linear.
Note a localizagao do epitopo
em regiao exposta a nivel de
estrutura tercidria. Fonte: Rodrigo
Casquero Cunha.
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Neste grafico, regides com caracteristicas de hélice transmembrana sao
representadas com tragos vermelhos na vertical. A regido pode ser considerada hélice
transmembrana caso a curva formada pelos tracos vermelhos ultrapassem o limiar (linha
rosa) que esta paralelo ao eixo horizontal (x). Note que apesar de este exemplo possuir
uma regiao com algum escore, ndo ultrapassou o limiar, sendo assim, pouco provavel de
ser uma hélice transmembrana, o que traz indicios de ser uma proteina secretada pela via
classica ou ancorada a membrana por outra estrutura que nao seja uma alfa hélice.
Fonte: Rodrigo Casquero Cunha.
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