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Apresentacao

As publicacdes técnicas da Série Embrapa sdo importantes veiculos de
informacao, destinada a produtores, técnicos, empresarios do
agronegécio, pesquisadores, estudantes e publico em geral interessados
nas tecnologias desenvolvidas pela Empresa e seus colaboradores. Trata-
se de publicacdes com distintas caracteristicas, objetivos e publico alvo,
tais como: Boletim de Pesquisa e Desenvolvimento; Documentos; Circular
Técnica; Comunicado Técnico; Sistemas de Producéo; Livro e outros.

A Embrapa Pecuéria Sul utiliza este veiculo para comunicar suas
tecnologias produzidas, recomendacdes, praticas agricolas e resultados de
pesquisa e desenvolvimento, direcionando ao publico interessado
informacdes ligadas a producédo de forrageiras e pastagens, bovinocultura
de corte e leite e ovinocultura dos campos sulbrasileiros. E com satisfacao
que oferecemos mais esta obra, destacando recente trabalho desenvolvido
pelo Centro da Embrapa, em Bagé, em beneficio a sustentabilidade da
pecuaria sulina.

O presente documento trata de um dos maiores problemas de sanidade em
bovinos do Estado do RS: o carrapato bovino e a Tristeza Parasitaria Bovina
(TPB). Entre os métodos atualmente empregados encontram-se as
aplicacbes de carrapaticidas, realizadas em banheiros de imersdao ou
aspersado, por aplicacdo “pour-on”, drogas injetaveis (lactonas
macrociclicas) e vacinas.



Entre os métodos atualmente empregados encontram-se as aplicacdes de
carrapaticidas, realizadas em banheiros de imersdo ou aspersdo, por
aplicacao “pour-on”, drogas injetaveis (lactonas macrociclicas) e vacinas.

Este trabalho revisa as novas alternativas de antigenos existentes para
programas de imunizacdo dos rebanhos, tanto para o carrapato como para
a TPB, ediscute possibilidades futuras de uso comercial.

Esperamos que os leitores desfrutem deste Documento e sugerimos que,
em caso de maior interesse no tema abordado ou necessidades de
esclarecimentos, realizem o contato com nosso setor de atendimento ao
cliente (SAC)', ou pelo fone (53) 3240-4650. A Embrapa terd o maximo
prazer em atendé-lo.

Alexandre Varella
Chefe-Geral

'Disponivel em: <www.embrapa.br/faleconosco/sac/>.
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Recentes Descobertas de
Antigenos com Potencial para
a Imunizacédo de Bovinos
contra Infestacdes pelo
Carrapato Rhipicephalus
(Boophilus) microplus

Magda Vieira Benavides
Claudia Cristina Gulias Gomes
Emanuelle Baldo Gaspar

Introducao

O carrapato dos bovinos, Rhipicephalus (Boophilus) microplus, causa
problemas de perda de peso em animais altamente infestados, além de
reducdo na producédo de leite e carne, depreciacdo do couro, ocorréncia
de miiases em decorréncia das lesdes de pele e também é responsavel
pela transmissdo dos protozodrios Babesia bovis e Babesia bigemina e
da riquétsia Anaplasma marginale aos bovinos.
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O controle do carrapato dos bovinos tem sido feito historicamente por
meio de aplicacdes de carrapaticidas, realizadas em banheiros de
imersdo ou aspersao, por aplicacdo “pour-on”, drogas injetaveis
(lactonas macrociclicas) e vacinas. O carrapato tem apresentado
resisténcia a todas as drogas comercialmente utilizadas por produtores
rurais e a demanda por métodos nao-quimicos para o controle do
parasito é cada vez maior.

O primeiro trabalho a mostrar que o uso de imunizacao contra
carrapatos era possivel foi desenvolvido por Allen e Humphreys (1979)
que, somado a outros, culminou no desenvolvimento e comercializacao,
na década de 90, de duas vacinas recombinantes: TickGard
(WILLADSEN et al., 1995) e Gavac (DE LA FUENTE et al., 2007),
ambas baseadas em um antigeno oculto, denominado Bm86 (do antigo
nome cientifico do carrapato dos bovinos: B. microplus), que é uma
proteina do intestino do carrapato. Estas vacinas foram desenvolvidas
independentemente pelo Commonwealth Scientific and Industrial
Research Organisation (CSIRO) da Austrdlia e pelo Centro de Engenharia
Genética y Biotecnologia de Cuba e foram registradas na Australia e na
América Latina, respectivamente, até 1997. Dentre os efeitos do
antigeno sobre os carrapatos alimentados em animais vacinados estdo a
reducdo do peso de fémeas ingurgitadas e a interferéncia na capacidade
reprodutiva das fémeas, causando reducdo no nimero de ovos.
Conjuntamente, estes efeitos fazem com que haja uma reducédo da
infestacdo por carrapatos no campo de forma gradual, afetando
negativamente, a médio prazo, futuras geracdes de carrapatos. Ha
relatos de que a combinacdo do uso da vacina Gavac com acaricidas
mostrou sucesso no controle do carrapato, ao mesmo tempo que
reduziu o uso de acaricidas em 2/3 e o nimero de surtos de babesiose e
anaplasmose (DE LA FUENTE et al., 1998).

A Bm86 em bovinos também mostrou protecdo contra B. bigemina
quando bovinos imunizados com Bm86 foram infestados com
carrapatos positivos para B. bigemina, no entanto nao ofereceu protecao
contra B. bovis ap6s desafio com carrapatos infectados com este
parasito (PIPANO et al., 2003).
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Por outro lado, Bastos et al. (2010) observaram que o silenciamento’ da
Bm86, proteina que é normalmente expressa no intestino, larvas, ninfas
e nos ovarios de fémeas parcialmente ingurgitadas, causava reduzida
expressao desta proteina nos ovarios de fémeas de R. (B.) microplus,
especialmente de teledginas? infectadas com B. bovis.

A vacina australiana atingiu bons niveis de venda nos primeiros anos,
no entanto, reestruturacdes de industrias farmacéuticas que incluiram o
fechamento da empresa que produzia vacina, fizeram com que esta nao
permanecesse no mercado. Duas reintroducdes no mercado foram
realizadas posteriormente e a vacina foi vendida para um publico cada
vez menor de produtores (DE LA FUENTE et al., 2007). Atualmente é
comercializada via associacao de produtores. Além dos problemas com
companhias farmacéuticas, a reducdo do uso das vacinas também
ocorreu devido a competicdo com acaricidas, falta de interesse de
companhias comerciais e do uso incorreto de vacinas por falta de
entendimento de como a vacina funcionava. Apesar da vacina conferir
bons resultados de imunizacdo, os efeitos desta ndo sdo imediatos. Nao
ocorre a queda instantanea dos carrapatos no animal, assim como
ocorre no caso dos carrapaticidas, que tém efeito adulticida®. Assim,
deveria haver um maior esclarecimento dos efeitos a longo prazo da
vacina para os produtores rurais ndo desacreditarem dos efeitos da
mesma.

Enguanto a maioria dos trabalhos cientificos das décadas de 80 e 90
concentrou esforcos no estudo de Bm86, atualmente avancos nas
técnicas de biologia molecular e sequenciamento de patégenos tém
auxiliado a gerar novas alternativas de antigenos que podem resultar no
desenvolvimento de novas vacinas comerciais, ou vacinas com
combinacdo de antigenos mais eficientes.

1 Silenciamento de uma proteina: mecanismo por meio do qual a expressdo de um gene (e consequente-
mente de uma proteina) é regulada negativamente.

2 Tele6ginas: fémeas ingurgitadas de carrapato, fase do ciclo onde ocorre a queda do carrapato do
animal e a postura de ovos.

2 Drogas com efeito adulticida matam os estagios adultos de um parasito.
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Considerando que o Rio Grande do Sul estd em uma regido geografica
afetada por carrapatos e onde o problema da tristeza parasitaria bovina
(TPB) é uma constante devido a situacdo de instabilidade enzodética para
esta doenca, este manuscrito se dedica a uma breve revisdo de novas
alternativas de antigenos, tanto para o carrapato como para a TPB, e
discute possibilidades futuras de uso comercial.

Descoberta de métodos de controle
contra o Rhipicephalus (Boophilus)
microplus

Reducéao da populacdo de carrapatos utilizando
técnicas reprodutivas

Na década de 70, acreditava-se que varios eram os fatores que estavam
ligados a reproducao dos carrapatos. Eram conhecidos diversos "fatores
de acasalamento"”, presentes no liquido seminal (composto por
secrecoes do testiculo e de glandulas acessérias do carrapato), capazes
de alterar a fisiologia do parasito. Desde 1972 é conhecida a existéncia
de um mecanismo denominado "fator de ingurgitamento"” (EF, do inglés
engorgement factor) em carrapatos Dermacentor variabilis, produzido
pelas gbnadas masculinas e passado as fémeas durante a cépula
(PAPPAS; OLIVER, 1972). Para descartar a ligacdo do fator de
acasalamento aos espermatozoides, estes autores expuseram machos a
radiacdo gama, que esteriliza as espermatides, e logo alocaram fémeas
junto aos machos irradiados. As fémeas acasaladas ingurgitaram e
realizaram a oviposicdo de forma natural, no entanto nenhum dos ovos
eclodiu, mostrando assim que a presenca do fator de ingurgitamento
ocorria de forma independente da presenca de espermatozoides.
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Além deste, foi reportada uma proteina chamada de "fator de
capacitacao espermdtica", produzida pela glandula acesséria do macho
que estimula a fase final da maturacao do esperma apds o
espermatdforo ter sido transferido a fémea (SHEPHERD et al., 1982) e
ainda o "fator estimulante de vitelogenina" que causa a vitelogénese e a
posterior oviposicdo (SAHLI et al., 1985). Assim, uma das primeiras
formas de reduzir a populacdo de carrapato foi estudar a reproducdo dos
parasitos.

Descoberta de novos antigenos contra o Rhipicephalus
(Boophilus) microplus

Mais tarde, com os avancos das técnicas de biologia molecular, foi
possivel identificar genes super-regulados em tecidos reprodutivos do
carrapato Amblyomma hebraeum (WEISS et al., 2002). A partir destes
resultados foram geradas 28 proteinas recombinantes®, sendo que duas
delas estimulavam o completo ingurgitamento de fémeas virgens, a
degeneracdo da glandula salivar e o desenvolvimento parcial do ovario.
Estas foram denominadas voraxina-a e voraxina-f (WEISS; KAUFMANN,
2004).

Voraxina

Voraxinas sao proteinas do testiculo do carrapato A. hebraeum e que
sdo transferidas para as fémeas via cépula para estimular o
ingurgitamento das fémeas. Os estudos de imunizacdo com esta
proteina em coelhos mostraram que 74% das fémeas nao cresceram
mais do que 10% do peso normal (WEISS; KAUFMAN, 2004), nas
fémeas alimentadas em animais vacinados. Os resultados mostram que
houve uma reducdo de 72% no peso médio de carrapatos
sobreviventes, comparado com a reducdo de 37% no peso de
carrapatos desenvolvidos em bovinos imunizados com as vacinas
comerciais (TELLAM et al., 1992).

* Proteina recombinante: Proteinas produzidas por engenharia genética, em organismo que normalmente nao
produziria aquela determinada proteina.
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Em 2009, foi caracterizada a voraxina-a do carrapato Rhipicephalus
appendiculatus (YAMADA et al., 2009) e estudos preliminares
imunizando coelhos com voraxina-o. em comparacao ao controle
apresentaram reducdo de 42,7% na massa corporal das teledginas,
decréscimo de 39% na taxa de oviposicdo, reducdo de 38,6% no
numero de teledginas que produziram ovos e reducdo significativa no
peso corporal das teleéginas (85,1 +15,9mg vs 193,4+31,1mg nos
controles). Este estudo também mostrou que ha um alto nivel de
similaridade das voraxinas-a entre varias espécies de carrapatos,
incluindo A. hebraeum e D. variabilis.

Recentemente foi caracterizada a voraxina-a. do R. (B.) microplus
(KUMAR; GHOSH, 20186), abrindo frente para o estudo deste antigeno
no controle desta espécie de ectoparasito.

Subolesina

A proteina 4D8, denominada posteriormente de subolesina (ALMAZAN
et al., 2003), foi estudada como potencial antigeno a ser usado em
vacinas contra o carrapato /xodes scapularis. Estudos de imunizacao
com antigenos de /. scapularis em ovinos, realizados de forma separada
(4D8 e 4F8), e em combinacado de antigenos (4D8, 4F8 e 4E6),
mostraram que a reducao do nimero de carrapatos foi de 58%, 12% e
16%, comparado ao grupo controle, imunizado com soro-albumina
bovina (BSA, do inglés Bovine Serum Albumin). A oviposicdo foi
reduzida em 46%, 22% e 26% e a eficacia da vacina foi de 71%, 33%
e 58% (ALMAZAN et al., 2005), respectivamente. Estes resultados
foram similares aos encontrados para os antigenos Bm86 e Bm95°
contra infestacdes por Boophilus (DE LA FUENTE; KOCAN, 2003).

Utilizando técnicas para a diminuicdo da expressao de genes para
identificar sua funcao ou seu efeito em rotas metabdlicas, foi possivel
observar que a subolesina causava uma incapacidade das fémeas em
atingir taxas normais de replecdo e de oviposicdao (DE LA FUENTE et al.,
2005, 2006).

°* Bm95: outro gene isolado do B. microplus (isolado A) (GARCIA; GARCIA et al., 2000) que foi usado
como vacina

13
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A subolesina é bem conservada entre espécies de carrapato, o que faz
com que esta proteina possa ser replicada, independentemente da
espécie de carrapato.

Estudos posteriores mostraram que o silenciamento da subolesina
causava problemas no desenvolvimento reprodutivo de machos e
fémeas de carrapato D. variabilis (DE LA FUENTE et al., 2006), fazendo
com que os machos nao produzissem esperma maduro e as fémeas nao
produzissem ovos vidveis. O nimero de fémeas tratadas e acasaladas
com machos também tratados para silenciar a subolesina, que
ingurgitaram, foi significativamente menor comparado aquelas que néo
receberam o tratamento (2 vs 47)°. Ainda, o peso das fémeas
ingurgitadas foi menor (100mg/carrapato vs 500)°, a oviposicéao foi
prejudicada (55mg ovos/carrapato vs 250)°, os ovos produzidos ndo
eclodiram (Omg larvas/mg de ovos vs 0,4)° e a mortalidade das fémeas
tratadas foi de 78% vs 6%.

Com relacdo aos agentes causadores da tristeza parasitaria bovina, De
la Fuente et al. (2006) estudaram carrapatos D. variabilis silenciados
para subolesina e posteriormente infectados com Anaplasma
phagocytophilum e mostraram degeneracédo no intestino e nas glandulas
salivares. Ainda foi observado que a infeccdo por A. phagocytophilum
foi 11 vezes mais alta nos carrapatos controle, com injecdo de solucéao
salina, comparados aos que receberam silenciamento de subolesina.
Nao houve diferenca significativa da presenca do A. phagocytophilum,
somente na sua expressao nos intestinos dos carrapatos.

Em uma segunda fase do experimento, ninfas oriundas de camundongos
imunizados contra subolesina, infestados com carrapato /. scapularis e
experimentalmente infectados com A. phagocytophilum (sub + /Ap +)
tiveram uma menor porcentagem de reacdes positivas para o
hemoparasito quando comparadas com ninfas oriundas do tratamento
sub-/Ap+ (10% vs 40%) (DE LA FUENTE et al., 2006).

° Resultados estimados de Figura (DE LA FUENTE et al., 2006)
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A imunizacao de bovinos contra subolesina e o silenciamento da
expressdo desta proteina (efeito de knockdown) em larvas de R. (B.)
microplus alimentadas em animais infectados com A. marginale e B.
bigemina foi estudada por Merino et al. (2011). Estes autores
observaram uma reducdo de 98% e 99%, respectivamente, de A.
marginale e B. bigemina, quando carrapatos infestavam bovinos
vacinados e de 97% e 99%, respectivamente, apds intervencdes por
silenciamento da proteina. Os autores justificam que estes resultados se
devem ao efeito da subolesina no tecido intestinal e das glandulas
salivares e concomitante efeito negativo na infeccéo pelos A. marginale
e B. bigemina no carrapato, reduzindo assim a habilidade do carrapato,
primeiro, em produzir progénies viaveis e, segundo, em transmitir
hemoparasitos aos hospedeiros.

Cabe aqui esclarecer que o uso da subolesina pode ser abordado de
duas formas: como imunizacdo de animais contra este antigeno ou
knockdown desta proteina por meio da tecnologia de RNAI para
tratamento de carrapatos. Como os parasitos precisam ser tratados
individualmente para que a expressao da proteina seja reduzida por meio
da técnica de RNAI, o uso do silenciamento de subolesina foi desenhado
para programas de esterilizacdo de machos e a liberacdo destes com a
finalidade de controle populacional, a exemplo do que é realizado em
programas de controle das populacées da mosca da bicheira
Cochliomyia hominivorax no México (KOUBA, 2003).

Outros antigenos para uso potencial em vacinas
contra carrapatos

Serpina

A serpina, ou HLS2, é um inibidor de serino-protease descoberto na
hemolinfa do carrapato Haemaphysalis longicornis e ha evidéncias de
que esta proteina esteja relacionada com tempo de coagulacdo e
inibicdo da atividade da trombina. Coelhos imunizados com HLS2
recombinante se mostraram mais protegidos contra a infestacao por
carrapatos, resultando em mortalidades de 44,6 e 43% em estadios de
ninfa e adulto, respectivamente.

15
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A porcentagem de oviposicdo foi de 42,8 e 15,7% em carrapatos
alimentados em coelhos imunizados com HLS2 recombinante e
controles (IMAMURA et al., 2005). Estes resultados corroboram aqueles
de Andreotti et al. (2002) e Sugino et al. (2003) que trabalharam com
outras proteinas relacionadas as serpinas (BmTIl e HLS1,
respectivamente) e que mostraram-se antigenos promissores para o
controle do carrapato.

Haa86 e 64P

A proteina homdéloga do Bm86 do R. (B.) microplus foi clonada e
expressa para o carrapato Hyalomma anatolicum anatolicum,
produzindo assim a Haa86. A forma recombinante foi utilizada para
imunizar bovinos cruza Bos taurus x Bos indicus de 10-12 meses de
idade. Apés um desafio de 120 horas, esta proteina mostrou que 26 %
dos carrapatos eram ainda capazes de se alimentar nos animais
imunizados. Resultados adicionais mostraram que fémeas que se
alimentavam em terneiros imunizados contra Haa86 recombinante
tiveram uma reducdo de 49,6 mg no peso corporal e uma reducao de
68,1 mg na massa de ovos, mostrando que este antigeno tinha
potencial como vacina contra carrapatos (AZHAHIANAMBI et al.,
2009).

A proteina 64P é secretada no cemento’, que atua na apreensio do
carrapato ao corpo do hospedeiro e que é produzida pelas glandulas
salivares do carrapato R. appendiculatus. Foram desenhados seis
peptideos truncados contendo sequéncias parciais da proteina para
avaliacdo individual destes peptideos. Estes foram capazes de induzir
resposta em animais imunizados (TRIMNELL et al., 2005) em vérias
espécies de hospedeiros desafiados com ampla variedade de carrapatos
para testar a especificidade cruzada contra extratos de Rhipicephalus
sanguineus, I. ricinus, Amblyomma variegatum e R. (B.) microplus por
meio de imunoblotting.

’ Cemento: Substancia que permite a fixagdo do carrapato na pele do hospedeiro, a0 mesmo tempo que
previne que o sistema imune do hospedeiro ataque o parasito durante sua alimentacéo.
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As taxas de mortalidade do carrapato R. sanguineus foram mais altas
para carrapatos alimentados em animais imunizados com 64TRP vs.
controle imunizado (p<0,021). Os porquinhos-da-india apresentaram
respostas inflamatdrias no local da inoculacdo do antigeno e no local da
picada. Os resultados para os coelhos imunizados mostraram altas
titulacoes de anticorpos, demonstrando uma reacdao imune do
hospedeiro, exceto para uma das proteinas recombinantes (64TRP2). A
hipétese é que o complexo anticorpo-antigeno no intestino do carrapato
R. sanguineus alimentado em animais imunizados produz dano ao
tecido, afetando a viabilidade dos carrapatos. No entanto, em outro
trabalho, Trimnell et al. (2002) observaram que as proteinas 64TRP1 e
64TRP4 falharam em imunizar contra R. appendiculatus.

Vitelina

A vitelina é a proteina mais importante encontrada no ovo do carrapato.
Acredita-se que ela seja sintetizada em fémeas ingurgitadas com o
objetivo de auxiliar no desenvolvimento do embrido (KUNKEL; NORDIN,
1985). Com o isolamento da vitelina do R. (B.) microplus foi possivel
realizar duas imunizacdes em ovinos (com quatro semanas de intervalo)
e desafio com fémeas adultas de Boophilus. Os resultados mostraram
que a porcentagem de fémeas ingurgitadas reduziu significativamente de
72% no controle para 42% em animais imunizados, a média de peso
das fémeas ingurgitadas de 246mg para 194mg e a conversao da massa
de ovos produzidos por fémeas ingurgitadas de 0,59 para 0,43

(TELLAM et al., 2002), conferindo uma eficacia de 68%.

Ferritina 2

O carrapato ingere grandes quantidades de ferro (Fe) do sangue dos
hospedeiros enquanto infesta os mesmos e as ferritinas ajudam no
armazenamento de Fe no organismo do carrapato (HAJDUSEK et al.,
2009). A ferritina 2 foi testada como antigeno contra o /xodes ricinus
(IrfFER2), em coelhos, e contra o R. (B.) microplus (RmFER2), em
bovinos (HAJDUSEK et al., 2010).
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Nestes ultimos animais, a Bm86, antigeno ja conhecido, foi usado como
controle interno. As doses foram administradas trés vezes nas semanas
1, 3 e 6 nos coelhos e 1, 4 e 6 nos bovinos, na concentracdo de
100ug/dose. Os coelhos foram desafiados com 25 pares de carrapatos
1. ricinus (machos e fémeas) e os bovinos com 10.000 larvas de R. (B.)
microplus e de carrapato Rhipicephalus annulatus, em locais separados
do corpo.

Os resultados mostraram que houve reducédo de 43% na infestacdo de
coelhos imunizados com IrFER2. Houve ainda 31% de reducdo no peso
nas fémeas ingurgitadas, 71% menor oviposi¢cdo e 85% menor
fertilidade comparado aos controles, e uma eficacia calculada de 98%
para este antigeno. A imunizacdo dos bovinos contra RmFER2 promoveu
a producao de anticorpos e houve uma reducao nas infestacoes de R.
(B.) microplus e de R. annulatus de 30% e 42%, de peso de teledginas
de 12% e 4%, de taxa de ovulacao de 14% e 1%, e de fertilidade de
40% e 51%, respectivamente. Posteriormente, os resultados mostraram
eficacias da imunizacdo com RmFER2 de 64% e da Bm86 de 60%
contra R. (B.) microplus e de 72% e 100%, respectivamente, para R.
annulatus.

Metaloproteases

Metaloproteases putativas da familia das reprolisinas foram
caracterizadas no carrapato /. scapularis e mostraram importante
atividade anticoagulante da saliva do carrapato (FRANCISCHETTI et al.,
2003). Estas proteinas produzidas na saliva do carrapato podem ser
importantes candidatas para o desenvolvimento de vacinas contra estes
parasitas.

Uma proteina reprolisina de R. (B.) microplus, denominada de BrRmMP4
foi expressa, purificada, produzida como recombinante e utilizada na
imunizacdo de bovinos (ALl et al., 2015). Quatro doses da proteina
recombinante BrRm-MP4 (rBrRm-MP4) foram usadas com 15 dias de
intervalo para imunizar bovinos em idades de sobreano. Estes foram
desafiados 10 dias apés a ultima dose com 20.000 larvas de R. (B.)
microplus.
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Como resultado, foram observados altos niveis de anticorpos contra
rBrRm-MP4 apdés a quarta imunizacao até o final do monitoramento, aos
100 dias. A presenca de anticorpos foi correlacionada com a reducéo do
naimero de carrapatos (R*=0,60). A imunizacdo reduziu o nimero de
carrapatos em 42,9%, a eclodibilidade em 14,8%, a postura em

17,5%, atingindo uma protecao de 60% contra infestacdes por
carrapato (ALl et al., 2015).

Estes resultados corroboram com os obtidos por Imamura et al. (2009)
que encontraram aumento da taxa de mortalidade em ninfas (15,6%) e
adultos (14,6%) de H. longicornis em coelhos imunizados. Imunizagées
contra metaloproteases de /. ricinus reduziram o peso vivo de fémeas
ingurgitadas (126,7mg vs 269,6 para os controles) e as taxas de
oviposicao (48% vs 86,6% nos controles) deste ectoparasito em
coelhos imunizados, no entanto, ndo reduziram a taxa de sobrevivéncia
ou o tempo de alimentacdo dos carrapatos (DECREM et al., 2008).

Aquaporina

Estudos do transcriptoma® do intestino do R. (B.) microplus indicaram
proteinas denominadas de aquaporinas como potencial candidato a
antigeno vacinal. A aquaporina (AQP) atua no metabolismo da regulacéo
osmotica e dele fazem parte proteinas do canal de condutores de agua.
Estas atuam na reducao do volume de sangue do hospedeiro no
intestino dos carrapatos, haja vista que os carrapatos ingerem grandes
quantidades de sangue enquanto se alimentam, sendo que a agua é
transportada para a saliva, a qual é injetada de volta nos hospedeiros
(GUERRERO et al., 2014).

O uso da aquaporina de R. (B.) microplus, RmAQP1, como vacina foi
testado por Guerrero et al. (2014). Bovinos com idade entre 1 e 2 anos
receberam 100ug da proteina recombinante, em trés doses com
intervalos de duas semanas, e foram desafiados com 15.000 larvas de
R. (B.) microplus (3 doses de 5.000), 21 dias apés a imunizacgao.

® Transcriptoma: Conjunto total de genes (e proteinas) produzido por determinado organismo em
determinado tecido.
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Foram realizados dois testes, e os niveis de eficiéncia foram de 75% e
68%, respectivamente, ou seja, com potencial uso como candidato
para vacina contra carrapato.

Outra aquaporina, a RmAQP2, foi silenciada em carrapatos R. (B.)
microplus e estes infestaram bovinos jovens infectados (ou ndo) com B.
bovis. Os resultados mostraram que a eclodibilidade foi de 50% no
grupo que se alimentava em bovinos infectados com B. bovis vs 81,2%
no grupo que se alimentava em bovinos livres de B. bovis. Os niveis de
eclodibilidade de cada um dos controles, com AQP nao silenciada, foi
de 90,2% e 97,7%, respectivamente (HUSSEIN et al., 2015). Mais
impressionante foi a porcentagem de sobrevivéncia das larvas dos
carrapatos com AQP silenciada e se alimentando em bovinos infectados
por B. bovis (0%) contra os demais grupos (100%). O peso de fémeas
ingurgitadas foi maior nos grupos com RmAQP2 vs controles. Os
autores sugerem que parasitos com AQP silenciada possam reter mais
liquidos.

Discussao

Os resultados apresentados na seccdo anterior mostram que varios dos
antigenos testados possuem tanto potencial para vacinas quanto o
Bm86, anteriormente usado em vacinas comerciais, inclusive testados
no Brasil (GUERRERO et al., 2014). No entanto, uma forma de otimizar
resultados seria unir esforcos para o desenvolvimento de uma vacina
multiantigénica, capaz de aumentar a eficacia de antigenos individuais
(DE LA FUENTE; CONTRERAS, 2015; WILLADSEN, 2008). Os ultimos
autores ainda sugerem o uso de vacinas com novos adjuvantes ou de
metodologias que usam técnicas de silenciamento para reduzir o
numero de carrapatos da mesma forma como acontece com o uso de
acaricidas.
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Em termos gerais, a reducdo do nimero de fémeas ingurgitadas em
animais imunizados apés o desafio é de aproximadamente 50% com a
vacina comercial de 100ug de Bm86. O efeito combinado no aumento
da mortalidade e de reducao da fertilidade das fémeas é capaz de reduzir
o0 numero de larvas no campo em até 90% (SCHETTERS et al., 2016).

O propésito mais amplo de uma vacina contra carrapatos seria combater
o artréopode e também a transmissdo dos agentes da tristeza parasitaria
bovina. No entanto, isto talvez tenha que ser obtido combinando
antigenos contra carrapato e contra Babesia spp. e A. marginale em
uma mesma vacina. Almazan et al. (2012) testaram antigenos de R.
microplus e de major surface protein-1 (MSP-1) de A. marginale. Foram
testadas as seguintes proteinas: Bm95-MSP-1; Subolesina (Sub)-MSP1;
elongation fator 1a (EF1a)-MSP-1 e ubiquitina (UBN)-MSP-1. Apenas o
efeito contra o carrapato foi verificado. Sub-MSP-1 e Bm95-MSP-1
foram protetivas, com eficacias de 64 a 81%. Apesar de o efeito
protetor contra A. marginale nao ter sido testado, o estudo mostrou ser
possivel o uso de proteinas recombinantes quiméricas, provenientes de
organismos filogeneticamente distintos, tais como R. (B.) microplus e A.
marginale, sem que a eficacia vacinal contra o carrapato seja afetada,
pois os autores demonstraram, pelo menos para Bm95-MSP-1, indices
de protecdo similares a Bm95 pura. Adicionalmente, como observado no
tépico acima, varios autores tém demonstrado que a imunizacdo contra
antigenos de carrapato tem efeito ndo sé sobre a biologia/reproducao do
artrépode, mas também em sua capacidade de se tornar infectado com
Babesia spp. e A. marginale. O ideal seria que uma vacina protegesse os
bovinos contra o carrapato, mas também os imunizasse contra os
agentes da TPB, no intuito de evitar populacées imunizadas contra o
carrapato, mas sensiveis contra os hemoparasitos.

As recentes descobertas de antigenos tém gerado resultados
promissores, no entanto alguns ndo foram capazes de conferir protecdo
a animais vacinados.
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Por exemplo, a 5’-nucleotidase, enzima localizada, principalmente, nos
tubulos de Malpighi do carrapato R. (B.) microplus, que foi clonada e
expressa na forma recombinante em Escherichia coli, foi testada em
bovinos e ovinos (HOPE et al., 2010). Embora os ovinos ndao tenham
problema com carrapato, estes animais foram usados como modelos
experimentais, mais econdémicos do que testar com bovinos. Os grupos
foram separados e vacinados com enzima recombinante, com Bm86 e
controle, e depois testados apés desafio com infestacdo de carrapatos.
A enzima 5’-nucleotidase conferiu protecdo em ovinos, ainda que menor
do que o encontrado com Bm86. No entanto, os resultados da 5'-
nucleotidase ndao conferiram protecao em bovinos, o que mostra que,
pelo menos neste estudo, ovinos ndo foram um bom modelo para testar
vacinas contra carrapato dos bovinos.

O parametro comparativo tem sido os resultados da Bm86 testadas
como vacinas contra carrapato, no entanto nem todos os trabalhos
provém todas as caracteristicas necessarias para uma profunda
comparacao de resultados. Além disso, a maioria dos experimentos
acima descritos foram testados em um numero reduzido de hospedeiros,
uma vez que o custo com o animal experimental, o bovino, é alto, e
varios modelos de hospedeiro tém sido usados. O baixo nimero
experimental da maioria dos trabalhos (3-6 animais por grupo de
comparacao) causa preocupacao, e certamente limita as analises
estatisticas daqueles experimentos que mostrem alta variabilidade de
resultados.

Em se tratando de antigenos com potencial de vacina, cabe conferir se
estes foram patenteados pelos grupos de pesquisa que as descobriram,
sob pena de infringir direitos de desenvolvimento de produtos a serem
comercializados no futuro. Dos antigenos com potencial de vacina,
citamos a subolesina e a voraxina. O gene da subolesina foi patenteado,
portanto futuros estudos com esta proteina estdo limitados. O mesmo é
vélido para a aquaporina (GUERRERO et al., 2014) e Bm86 com
subolesina (INTERVET, 2014).
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Embora muitos destes antigenos sejam promissores, muitas vezes a
eficiéncia vacinal gira em torno dos 40-60%. Para o produtor, este valor
pode parecer insuficiente. Porém, conforme demonstrado, muitos dos
antigenos agem nao s6 diretamente no carrapato que se alimenta no
animal vacinado, mas também na eficiéncia reprodutiva da espécie, o
que a médio/longo prazo contribui para a reducao dos niveis de
infestacdo das pastagens.

Outro aspecto pratico que deve ser levado em conta é a velocidade de
acao do produto. Ao contrario do que ocorre com os acaricidas que
agem imediatamente, vacinas contra carrapatos estimulam o sistema
imunolégico a produzir anticorpos que terao efeito nos carrapatos que se
alimentarem nos animais vacinados. Este processo leva ao menos uma a
duas semanas para ocorrer e, conforme mencionado, parte do resultado
vacinal é efeito reprodutivo nos carrapatos. Como os ovos levam cerca
de 21 dias para eclodir, o esperado é que o efeito visivel da vacina leve
pelo menos um més para comecar a ser observado. Assim, veterinarios
de campo devem pensar em programas combinados de controle ao
carrapato e a vacina contra carrapatos entra como apenas mais uma
ferramenta, sem se descartar o uso de produtos quimicos, nem
tampouco das importantissimas ferramentas de manejo no combate ao
carrapato.

Citamos como exemplos os tratamentos estratégicos de carrapaticidas
no inicio da primavera em campos muito infestados por carrapatos ou
em épocas de invernos amenos, ou, inversamente, de aguardar o
aparecimento dos carrapatos em propriedades com baixa infestacdo de
carrapatos para a aplicacdo do carrapaticida ou, ainda, pelo menos uma
vez por ano, enviar teledginas para o laboratério para realizar o teste de
biocarrapaticidograma. Aliar a possibilidade de uma mesma vacina
imunizar contra os agentes da tristeza parasitaria bovina, ao mesmo
tempo que imuniza contra carrapatos, serd, ndo somente necessaria,
mas altamente vantajosa para as criacoes de gado em éareas onde
ocorrem problemas recorrentes de carrapato, Babesia spp. e Anaplasma

Spp.
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