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Biotecnologia Ciéncia & Desenvolvimento

Vacina contra
Carrapato

Boophilus microplus: Controlando o carrapato ¢

esenvolver novos méto-

dos para manipular o

sistema imune para con-

trolar doencas infeccio-

sas e parasitarias temsido
um objetivo constante de diferentes
grupos de pesquisadores em vdrias
partes do mundo, pois a prevencio
de doencas com o uso de vacinas € a
pratica com a melhor relagio custo-
beneficio nas medicinas humana e
veterinaria. Na realidade, a utilizacao
de vacinas € uma pratica ha muito
estabelecida e corriqueira para o con-
trole de varias doencas bacterianas e
virais. Apesar do esfor¢o constante
nas pesquisas para desenvolver vaci-
nas, o controle de parasitas pela
estimulacio do sistema imune € uma
meta ainda nio atingida para pratica-
mente todas as parasitoses humanas
e veterindrias, pois, até hoje, s6 exis-
tem comercialmente vacinas para o
controle do carrapato bovino Boo-
philus microplus.

O carrapato B. microplus é um
dos principais parasitas que afetam
economicamente a bovinocultura,
ocasionando um custo anual estima-
do em 1 bilhao de délares na pecui-
ria sul-americana (Horn, 1987). O
controle deste parasita tem sido feito
com o uso de acaricidas. A introdu-
¢do destas drogas, que permitiram o
controle do carrapato, foi um dos
fatores preponderantes no desenvol-
vimento da pecudria em varias regi-
oes.

As dificuldades no uso de produ-
tos quimicos, entretanto, tém aumen-
tado cada vez mais, pois os carrapa-

tos tém desenvolvido rapidamente
resisténcia aos diferentes principios
ativos utilizados nos pesticidas. Os
produtos que ja foram utilizados in-
cluem derivados arsenicais, organo-
clorados, organofosforados, carbama-
tos, amidinas e piretréides sintéticos.
Em média, os diferentes principios
ativos utilizados para controlar o car-
rapato apresentaram uma vida Gtil de
pouco mais de uma década, quando
quase a totalidade das populacoes de
carrapatos presentes no campo apre-
sentava resisténcia a droga utilizada.
O interesse no desenvolvimento de
outras formas de controle do carrapa-
to decorre do fato de que o controle
quimico mostra-se cada vez mais in-
viavel economicamente. Os custos
crescentes para desenvolver novas
drogas e o curto periodo de vida util
que elas apresentam (de Castro and
Newson, 1993; Kay and Kemp, 1994)
estao tornando-se incompativeis com
o preco que o criador pode pagar
sem que a producdo deixe de ser
rentavel (Frisch, 1999). Outro fator
importante que impdem a procura de
novos métodos de controle € a cres-
cente exigéncia do mercado consu-
midor por alimentos com niveis cada
vez menores de residuos quimicos e
que ndo contaminem o ambiente
(Rodriguez et al., 1995).

Conseguir formas alternativas para
o controle do carrapato impoem-se
como uma necessidade premente.
Os estudos para atingir este objetivo
tém sido concentrados no controle
imunolégico, procurando desenvol-
ver vacinas, e, em menor escala, no



controle biolégico, através do uso de
organismos entomopatogénicos
(Monteiro et al., 1998). Tanto no caso
do controle pela utilizacao de drogas
como nos métodos alternativos, o
conhecimento da dindmica das po-
pulagdes de carrapato que ocorrem
em cada regido € fundamental para o
sucesso dos programas de controle
(Mount et al., 1991).

Entre as vantagens do uso de
vacinas esta a seguranga, que € mai-
or, tanto para o aplicador como para
o consumidor, e a auséncia de peri-
odo de caréncia apds a aplicacdo,
fator de importincia fundamental na
pecudria de leite. A utilizacio de
microorganismos visando o controle
de carrapatos €, ainda, pouco estuda-
da. Entretanto, o sucesso, no uso de
virus (Baculovirus), bactérias (Baci-
lus thuringiensis) e fungos (Metarbi-
zium anisopliae) no controle de pra-
gas da agricultura (Alves, 19806) indi-
ca que o controle biolégico dos 4ca-
ros parasitas de animais pode ser
viavel.

Um conceito totalmente novo que
surgiu com os experimentos de vaci-
nacdo contra o B. microplus € o de
“antigeno oculto” (concealed anti-
gen) (Willadsen and Kemp, 1988).
Como antigeno oculto entende-se
uma ou mais protei-
nas imunogénicas do
parasita, que durante
uma infestacio nio
entram em contato
com o sistema imu-
nolégico do hospe-
deiro, e, portanto,
ndo tém possibilida-
de de induzirem uma

coes podem interferir nas funcoes
destes antigenos de modo a causa-
rem danos ao parasita. O objetivo das
pesquisas que estao sendo desenvol-
vidas nesta area € identificar protei-
nas do parasita que estimulem uma
resposta imune do hospedeiro que
venha prejudicar alguma funcio fisi-
ologica importante para a sobrevi-
véncia, o desenvolvimento, a capaci-
dade do carrapato de gerar descen-
déncia ou a virios desses processos.
Uma dificuldade das vacinas basea-
das em antigenos ocultos € que a
resposta imunologica de animais tra-
tados nio € continuamente estimula-
da pela infestacao natural. A manu-
tencao do nivel de anticorpos prote-
tores, portanto, s6 pode ser mantida
através de revacinagoes.

A vantagem estratégica do uso de
vacinas com antigenos ocultos € a de
evitar os principais mecanismos que
0s parasitas apresentam para escapar
da resposta imune do hospedeiro.
Entre os mecanismos descritos para
diferentes espécies de carrapatos
encontram-se fatores de imunossu-
pressao, inibidores do sistema com-
plemento, da citotoxicidade, da res-
posta inflamatéria e interleucinas e
competicao antigénica (Barriga, 1999;
Willadsen, 1999). Obviamente, esta

Ciclo Biolagico do Carrapato

Tristeza Parasitaria Bovina.

resposta imune du-
rante O parasitismo.
Entretanto, uma vez
que o hospedeiro seja
imunizado artificial-
mente com um des-
tes antigenos, anticor-
pos e outros elemen-
tos efetores do seu
sistema imune do
hospedeiro, se inge-
ridos pelo parasita,
interagem coma pro-
teina ou proteinas
utilizadas na imuni-
zacdo. Estas intera-

eficiéncia em evitar os mecanismos
de protecao dos hospedeiros desen-
volveu-se gradualmente durante o
longo tempo em que ocorreu a co-
evolucdo dos parasitas e seus hospe-
deiros. A resposta imune do hospe-
deiro e os mecanismos de escape do
parasita estao em um equilibrio ex-
tremamente refinado, que permite a
sobrevivéncia de ambas as espécies.
Como os carrapatos, nao tiveram
oportunidade de desenvolver estra-
tégias de escape da resposta imune
contra antigenos ocultos devido a
falta de contato entre estes antigenos
e o sistema imune do bovino, esta
resposta seria, teoricamente, mais
eficaz que uma resposta imune natu-
ral (Willadsen, 1988).

Outro conceito recente no campo
da imunidade, inicialmente utilizado
em algumas propostas de vacinas
para malaria, € o de “vacina altruista”
(Brown, 1991). Uma vacina altruista é
definida quando a resposta imune
desenvolvida nao protege diretamente
o organismo imunizado, mas interfe-
re na propagacao do parasita. Ela traz
beneficio aos outros individuos da
mesma ou das proximas geragoes do
hospedeiro (Kaslow et al., 1991). O
principal efeito de uma vacina deste
tipo, no caso do B. microplus, é a

O Boophilus microplus é origindrio da Asia e estd presente em dreas tropicais e
subtropicais, entre os paralelos 32° N e 32° S, area que abriga grandes rebanhos bovinos
comerciais na América, Africa, Asia e Austrilia (GONZALES, 1975). Ele causa queda na
producao de leite e carne, danos ao couro e transmite os protozoarios Babesia bovis e
B. bigemina e a rickettsia Anaplasma marginale, que causam o quadro conhecido como

O ciclo biologico do B. microplus, diferentemente de outros carrapatos, é completado
pela passagem em apenas um hospedeiro. Apés desprender-se do bovino, a fémea
ingurgitada procura um local protegido da luz solar direta para realizar a postura, que
pode durar de uma semana a varios meses, dependendo das condi¢cdes ambientais
como temperatura e umidade . Uma vez completada a postura a fémea morre. Quando
eclode, a larva € extremamente ativa e migra por geotropismo negativo para as
extremidades das folhas do pasto, procurando o hospedeiro. Ao entrar em contato com
o bovino, a larva dirige-se para regides corporais mais propicias ao seu
desenvolvimento como a parte posterior das coxas, regides perineal, perianal e
perivulvar e a face interna das orelhas. Ap6s fixacao, a larva alimenta-se inicialmente de
linfa realizando ecdise para ninfa em cerca de sete dias. O periodo de ninfa prolonga-se
por outros sete dias e apos nova ecdise ocorre a diferenciacao sexual. No estagio
adulto, a fémea inicia o repasto sanguineo, realiza a copula e aumenta do volume
sanguineo ingurgitado até que a fémea totalmente ingurgitada cai ao solo. O ciclo de
vida parasitario dura em média 21 dias. O macho permanece no bovino, sobrevivendo
um tempo até duas vezes maior do que as fémeas.



redu¢ao do nimero de
larvas que surgem ap6s
a fase de infestacao. O
efeito da vacina para o
proprio animal vacina-
do € pequeno mas a
redu¢ao no nimero de
larvas disponiveis para
futuras infestacdes tem
um efeito extremamen-
te importante pois a
populagio do parasito
diminui a cada gera-
¢lo e assim o nivel de |
infestacao da popula-
caobovina também de-
cresce. Deste modo,
mais ainda do que no
caso de outros tipos de
vacina, € importante nao s6 que
todos os animais sejam vacinados
mas também que a entrada de ani-
mais nio vacinados no rebanho seja
estritamente evitada. E importante
observar que os efeitos da vacinagio
serdo mais visiveis somente apos um
periodo de tempo correspondente a
algumas geracodes do parasita.

No momento, existem duas vaci-
nas disponiveis que controlam parci-
almente o B. microplus. Ambas sio
baseadas na proteina Bm86, identifi-
cada no intestino de fémeas do carra-
pato. A Bm86 é uma glicoproteina de
membrana com massa molecular de
89 kDa, presente nas células intesti-
nais e com papel na endocitose (Wi-
lladsen et al., 1989). O gene da Bm86
foi identificado, clonado e expressa-
do na bactéria Escherichia coli(Rand
et al., 1989) e na levedura Pichia
pastoris(Rodriguez et al., 1994). para
a producio em maior quantidade.
Testes iniciais de vacinacao, realiza-
dos com a proteina isolada de carra-
pato demonstraram que sua inocula-
¢do em bovinos € capaz de induzir
uma resposta imune que leva a uma
reducao de até 90% na viabilidade da
nova geracio de carrapato. Os efeitos
protetores da vacina comercial, que
usa a proteina recombinante produ-
zida em bactérias e leveduras tém
sido observados nao s6 a nivel expe-
rimental, mas também, em condicoes
reais a campo. A eficicia destas vaci-
nas tem variado entre 51% e 91%,
dependendo das caracteristicas da
populagio de carrapato e da condi-
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Figura 1: Carrrapato fémea reali-
zando postura (esquerda) e ou-
tro em periodo de pré-postura
(direita). Uma fémea no inicio
da postura pesa aproximada-
mente 300mg e realiza uma pos-
tura de aproximadamente 3000
ovos (150mg)

cao nutricional dos bovinos utiliza-
dos no teste.(Penichet et al., 1994;
Rodriguez et al., 1995). Este nivel de
protecio pode proporcionar uma re-
ducio de até 60% no consumo de
acaricidas. Ademais, também dimi-
nui a transmissao de babesiose (De la
Fuente et al., 1999), uma das doencas
transmitidas pelo carrapato.

Uma caracteristica interessante da
BmS86 é a sua capacidade de atuar
como adjuvante nas vacinas contra
rinotraqueite bovina (em bovinos) e
da hepatite B (em camundongos).
Atividade de adjuvante s6 havia sido
descrita para citocinas, toxina coléri-
ca, porinas bacterianas e fragmento
C3d do sistema complemento. O me-
canismo desta acio da Bm86 ainda
permanece desconhecido (Garcia-
Gdarcia, et al., 1998)

Além da Bm80, outras proteinas
de B. microplus tém sido caracteriza-
das como imunogenos, mas nenhu-
ma delas esta ainda sendo utilizada
em vacina comercial. As proteinas
Bm91 e BMA7, também isoladas de
membranas intestinais, além de indu-
zem, por si s6, uma resposta imuno-
logica fracamente protetora, aumen-
taram o grau de protecdo induzido

pela Bm86, quando
inoculadas simultane-
amente. A Bm91 ¢é
uma glicoproteina
presente na glandula
salivar e no intestino.
Embora ela tenhauma
estrutura primadria
muito semelhante 2
enzima conversora de
angiotensina sua fun-
cao fisiologica ainda
¢ desconhecida (Ri-
ding et al., 1994). A
BMA7 esta amplamen-
te distribuida nos teci-
dos do parasita e apre-
senta similaridade
com proteinas relaci-
onadas com as mucinas. Ela é tio
intensamente glicolisada que da mas-
sa molecular de 66kDa, 36 Kda sio
devidos a porcio glicidica (McKen-
na, et al., 1998).

Para estudar este problema, foi
formada uma associacio entre pes-
quisadores do Centro de Biotecnolo-
gia e da Faculdade de Veterinaria da
Universidade Federal do Rio Grande
do Sul, do Departamento de Bioqui-
mica Médica da Universidade Federal
do Rio de Janeiro, do Departamento
de Parasitologia da Universidade de
Sao Paulo que contam ainda com a
colaboracao de pesquisador do Nati-
onal Institutes of Health (Estados
Unidos). Os trabalhos estao orienta-
dos no sentido de caracterizar outras
proteinas com potencialidade para
serem utilizadas em uma vacina poli-
imunogénica e assim obter-se vaci-
nas com uma efetividade tal que o
controle do carrapato possa ser feito
sem o uso de pesticidas quimicos.

Uma glicoproteina com capacida-
de imunoprotetora e, portanto, po-
tencialmente Gtil em uma vacina,
denominada BYC (Boophilus Yolk
Catepsina), foi isolada de ovo de
carrapato ap6s 1 dia da postura (Lo-
gullo et al., 1998).

Durante o processo de purifica-
¢do da BYC, por cromatografias de
troca i6nica e gel-filtracdo, foi obser-
vado que a fracao identificada como
BYC continha dois peptideos, de
massas moleculares de 54 e 49 kDa.
A andlise da sequiéncia de aminodaci-
dos da regido N-terminal de ambos os



peptideos indicou que o
peptideo menor era resul-
tante da hidrolise do pep-
tideo sinal do outro e que
ambos apresentavam  si-
milaridade com precurso-
res de proteinase asparti-
ca. Experimentos de hi-
drolise in vitro e analise
de ovos durante os 21 dias
de incubacido, mostraram
que o peptideo de 49 kDa
¢ resultante da autoprote-
olise do peptideo sinal,
provocada durante o pro-
cesso de acidificacao do
ovo que ocorre na embri-
ogénese. In vitro, a prote-
ina purificada, apos ativa-
¢ao por acidificac¢io, apre-
senta atividade hidrolitica
sobre hemoglobina e vite-
logenina. Essa atividade
sobre vitelogenina sugere
que ela tenha participagao
no processamento de pro-
teinas do ovo para a pro-
duciao de proteinas do
embrido (Logullo et al.,
1998). A sua utilizacio
como imunégeno em uma
vacina experimental levou
a uma protecio entre 14%

e 36%, sendo que o principal efeito
observado foi sobre o percentual de
eclosao dos ovos. Anticorpos especi-
ficos foram detectados até 11 meses
apos a imunizacao com a BYC, quan-
do, com um reinéculo da proteina,
foi possivel observar a manutenc¢io
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Figura 2: Dindmica da resposta imune humoral, deter-
minada por ELISA, de bovinos imunizados com BYC
de B. microplus. Oito bovinos estabulados receberam
quatro inoculos (/M) de 100pg BYC com adjuvante
Quil A e oito foram utilizados como controle, aos
quais foi inoculado somente adjuvante. Quinze dias
ap6s, os bovinos foram desafiados com uma
infestacao (*) de 30.000 larvas de B. microplus em
cada bovino. Apés a infestacao os animais foram man-
tidos em condicdes de campo por 8 meses. Os niveis
de anticorpos declinaram gradualmente até o 112 més
do experimento, quando foi realizada uma nova
inoculacao de 100pg de BYC50. Ap6s o indculo de
reforco (), foi observado que os anticorpos anti-BYC
voltaram aos niveis anteriores, indicando a manuten-
¢ao de memoéria imunolégica. A densidade 6ptica
(DO) indica a concentracao de anticorpos especificos
para BYC

de memoria imunolégica (Da Silva
Vaz et al., 1998).

Outra observacao importante € o
efeito de um anticorpo monoclonal
anti-BYC. Quando inoculado na he-
mocele (“cavidade abdominal”) de
fémeas ingurgitadas, o anticorpo re-

Figura 3: Atividade hidrolitica da BYC sobre a
vitelogenina, in vitro.

Ovos de 1 dia foram macerados e incubados em tampao
acido para ativar a BYC e verificar sua participacao no

processamento da vitelogenina. O extrato de ovo foi incu-
bado por 24 horas com BYC, na presenga ou auséncia de
pepstatina (enzimas do tipo catepsinas). Apds a incubacio,

os produtos da reacao foram analisados por eletroforese
em gel de poliacrilamida corado com azul brilhante de

Coomassie. Os diferentes peptideos de vitelogenina (VT)
presentes no extrato de ovo sio visiveis. Apos 24 horas, é

possivel observar a reducao da massa molecular dos
peptideos da vitelogenina apds a incubacao com a BYC
(aumento da quantidade das formas de vitelogenina de
menor tamanho, VI6 e VI7). O efeito foi abolido pela

presenca de pepstatina. Essa reducao da massa molecular
dos peptideos da vitelogenina ¢ semelhante a que se ob-

serva durante a embriogénese do carrapato
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duz em até 52% a capa-
cidade de postura des-
sas fémeas, sugerindo
que a adicao desta pro-
teina a vacina atualmen-
te disponivel poderia au-
mentar o grau de prote-
¢do. Este dado sugere
que, se a protecio ob-
servada nos testes de va-
cinacdo for aumentada,
por modificacdes na for-
mula¢ao da vacina e na
apresentacao dos anti-
genos para o sistema
imunolégico do bovino,
este antigeno tem po-
tencial de ser usado em
uma futura vacina. (Da
Silva Vaz et al., 1998), a
semelhanca do que foi
realizado com a BmS86
(Rodriguez et al., 1994,
De Rose et al., 1999).
Um ultimo grupo de
antigenos ja caracteriza-
dos é formado por pro-
teinas identificadas com
o uso de anticorpos
monoclonais. Utilizando
o anticorpo monoclonal
QU13, foi caracterizado
um grupo de proteinas,

com massas moleculares variando
entre 30kDa e 200kDa, que induzem,
em bovinos, uma resposta imune
parcialmente protetora (Lee e Opde-
beeck, 1991). Outro anticorpo mono-
clonal, o BrBm2, reconhece uma pro-
teina de 27 kDa de intestino. Esta

proteina ainda nio
foi testada em expe-
rimento de vacina-
€40, mas seu poten-
cial como candidata
a compor uma vaci-
na é referendado
pelo fato de que a
inoculacao direta do
anticorpo BrBm2 em
fémeas ingurgitadas
causou uma reducio
de até 70% na ovo-
posicao (Toro-Ortiz
et al., 1997). Obser-
ve-se que este efeito
nio traz beneficio
imediato ao indivi-
duo vacinado mas
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Figura 4: Processamento da
BYC na embriogénese do carra-
pato.

Carrapatos foram mantidos em
estufa a 28° C com 85% de umi-
dade relativa do ar para realiza-
rem a postura. Extratos protéicos
foram obtidos por maceracio de
ovos (coletados 1, 7 e 14 dias
ap6s o inicio da postura) e lar-
vas (coletadas apos 21 dias do
inicio da postura) e analisados
por eletroforese em gel de
poliacrilamida e por Western-
blot, utilizando um anticorpo
monoclonal anti-BYC.

O gel de poliacrilamida corado
com Coomassie (painel A) mos-
tra o grande nuimero de protei-
nas presentes nos diferentes
extratos. O Western blot (painel
B) foi revelado com o anticorpo
especifico para BYC. Conforme
indicado com as setas, € possi-
vel observar a reducao da massa
molecular da BYC durante a
embriogénese. A massa
molecular é reduzida
gradativamente de 54 kDa (no
inicio da embriogénese) a 47
kDa (no final da embriogénese).
Esta observacao, associada com
os resultados dos experimentos
in vitro de hidrolise do peptideo
sinal e ativacao da enzima por
incubacao em tampao acido
indicam que a BYC sofre
protedlise do peptideo sinal du-
rante o processo acidificacao do
OVO que ocorre na
embriogénese. Este dado, junto
com a atividade sobre
vitelogenina (figura 3), sugere
que ela tenha participacdo no
processamento de proteinas do
ovo para a producao de protei-
nas do embrido
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leva a uma diminuicao no nivel de
infestacao do rebanho.

Todas as proteinas de B. micro-
Pplus caracterizadas como imundége-
nos sio glicoproteinas. Esta caracte-
ristica tem implicacdes cientificas e
industriais. Os estudos e a prépria
producio de glicoproteinas recombi-
nantes sio mais complexos e caros
do que de proteinas sem glicidios. No
caso da Bm80, os dados indicam que
a presenca de glicidios nao tem im-
portancia maior para induzir imuno-
protecdo. Contrariamente, nos casos
da Bm91 e da BMA7, os glicidios
participam, ao menos parcialmente,
na inducio da resposta imunologica
protetora. (McKenna, et al., 1998).
Este aspecto € um bom exemplo dos
varios aspectos que devem ser consi-
derados no estudo destas vacinas.

Como as capacidades imunogéni-
cas dos antigenos, de uma maneira
geral, dependem do método de imu-
nizacio utilizado, os trabalhos estao
sendo dirigidos também para testes
de novos métodos de inoculacio.
Um novo enfoque para aumentar a
capacidade de induc¢ido de uma res-
posta imune protetora é¢ o uso de
vacinas de DNA. Neste tipo de vaci-
na, o gene do antigeno de interesse,
inserido em vetores de expressio
(plasmideos ou fagos), € inoculado
no animal a ser imunizado. A produ-
¢io das proteinas imunogénicas ocor-
re diretamente nas células transfecta-
das pelo DNA, induzindo a resposta
imunolégica. O gene da BmS86 foi
testado como vacina de DNA (con-
juntamente coma inoculacio do gene
da interleucina 1f3) mas nao foi eficaz
na inducao de uma prote¢io adequa-
da. Apesar disto, a vacina de DNA foi
capaz de induzir uma resposta imune
primaria com producio de memoria
imunoloégica, sugerindo que € possi-
vel melhorar a eficiéncia da vacina de
DNA com o uso de outras interleuci-
nas ou por modificacdes nas condi-
coes de inoculacio (De Rose et al.,
1999).

A identificacao de diversas prote-
inas com potencial para serem utili-
zadas em vacinas contra o carrapato
permite estimar que a atual vacina,
que ja € eficaz, torne-se mais eficaz
com o acréscimo de novos imunoge-
nos, uso de outros adjuvantes e de

citocinas, que levem a alteracoes na
forma de inoculacido e apresentaciao
dos imunégenos.
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