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RESUMO

Rhiphicephalus (Boophilus) microplus é um dos mais impor-
tantes artrópodes em medicina veterinária, em consequências
das perdas econômicas e problemas de saúde causados na
produção de gado. A vacinação representa o melhor método
avaliado com custo efetivo para prevenir perdas econômicas
e aumentar a duração e qualidade de vida dos animais de pro-
dução. Um peptídeo sintético, SBm 7462, derivado da prote-
ína intestinal Bm86 do R. (B.) microplus, tem obtido excelen-
tes resultados no controle de carrapatos. A construção e sínte-
se de uma sequência nucleotidíca baseada neste peptídeo po-
dem ser úteis para o design de uma vacina DNA que tem mui-

tas vantagens sob uma vacina sintética. Um gene, denomina-
do seq1 foi construído repetindo-se três vezes a sequência
nucleotidídica do SBm 7462. Ele foi clonado dentro do vetor
pCIneo de expressão em mamíferos e injetado em camundon-
gos BALB/c. Quando camundongos foram inoculados com o
cassete de expressão, eles não responderam ao ELISA. Eles
elevaram os títulos de anticorpos apenas quando inoculados
com o peptídeo sintético SBm7462®. E os melhores títulos de
imunoglobulinas foram vistos quando o SBm7462® foi admi-
nistrado subcutaneamente.

PALAVRAS-CHAVE: Carrapatos, Vacina de DNA, Peptídeo
sintético SBm7462, Bm86.

INTRODUÇÃO

A demanda por vacinas parasitárias em saúde animal é
crescente, e empresas remetem lucros acima de três bilhões
de dólares somente nesse setor (DALTON; MULCAHY,
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Rhiphicephalus (Boophilus) microplus is one of the most important arthropods in veterinary medicine due
economic losses and health problems caused in cattle production. The vaccination represents optimum method
evaluated with effective cost to prevent economic losses and to increase the duration and quality of life of the
production animals. A synthetic peptide, SBm 7462, derived from Bm86, has been shown great results in control of
ticks. The construction and synthesis of one nucleotide sequence based on this peptide might be useful for design a
DNA vaccine that has many advances than peptide vaccine. A gene, called seq1, was constructed with a three
repetition of nucleotide sequence of SBm 7462. It was cloned into a pCIneo vector expression in mammals and
injected in BALB/c mouse. When mice were inoculated with the expression cassette they did not response in
ELISA. They elevated antibody titles only when vaccinated with the syntetic peptide SBm7462®.  And, the best
titles of immunoglobulins were seen when the SBm7462® was administered subcutaneously.
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2001). Vacinas de DNA são os mais novos tipos de vacinas de
subunidades, que permitem a expressão de proteínas em teci-
dos animais após a introdução de um plasmídeo ou um vetor
viral, codificando o antígeno protetor selecionado (IVORY e
CHADEE, 2004). Na medicina veterinária, são vários os tra-
balhos em aves, suínos, bovinos, ovelhas, patos, peixes e ani-
mais de companhia. (BABIUK et al., 1999; KRISHMAN,
2000; DUNHAM, 2002; CRAMPTON; VANNIASINKAM,
2007; LITTELVAN DEN HURK et al., 2000). Em 2005, duas
vacinas de DNA foram licenciadas com aplicações na saúde
animal, uma contra West Nile vírus (WNV) em cavalos e ou-
tra contra vírus de infecções hematopoiéticas necróticas
(IHNV) em salmão (ULMER et al., 2006). Contudo, ainda
existem poucos trabalhos com vacinas de DNA contra o car-
rapato Rhiphicephalus (Boophilus) microplus.

A vacina sintética anti-R. (B.) microplus (SBm 7462), pa-
tenteada no Brasil, EUA, México, Austrália e na União Euro-
péia, é uma vacina eficiente desenhada a partir da sequência
da proteína intestinal de R. (B). microplus denominada Bm86,
com média de 80% de eficiência na redução de carrapatos
(PATARROYO et al., 2002). Existe, porém, no mundo, ape-
nas seis centros especializados na síntese química de peptídeos
em escala industrial. Esse empecilho oneraria a produção e
envio de grandes quantidades de peptídeo em curto espaço de
tempo, o que, certamente, acarretariam problemas de distri-
buição dessa vacina entre os inúmeros potenciais mercados
consumidores.

Para suprir esta necessidade, em curto prazo, vê-se como
uma das alternativas viáveis, o desenvolvimento de uma vaci-
na de DNA, na qual a produção do antígeno seria feita pelo
próprio hospedeiro (via endógena) de modo eficiente e mais
barato. Dentre as principais vantagens para o uso das vacinas
de DNA estão: (a) a produção do antígeno é endógena; (b)
desde que o animal atue como um biorreator, não há necessi-
dade de processamento da vacina após a purificação do
plasmídeo, ou seja, torna-se um processo de produção muito
mais econômico; (c) como o antígeno é produzido
endogenamente, não há necessidade de adjuvantes e muito
menos efeitos adversos relacionados com este; (d) induzem
uma resposta imune mais balanceada Th1/ Th2; (e) pode in-
duzir resposta imune em neonatos mesmo na presença de an-
ticorpos maternos, o que, também, leva a possibilidade de in-
duzir imunidade in utero; (f) eliminação do risco de agentes
contaminantes, que é um dos grandes problemas para as vaci-
nas vivas convencionais, devido ao método de purificação
(BABIUK et al., 2003).

O objetivo deste trabalho, foi desenvolver um candidato à
vacina de DNA com um gene sintético que codifica o peptí-
deo SBm7462 e avaliar a resposta imunológica humoral em
camundongos Balb/C.

MATERIAL E MÉTODOS
Para a construção do cassete de expressão foi utilizado

um gene sintético derivado do peptídeo SBm7462®, esenhado
no Laboratório de Biologia e Controle de Hematozoários e

Vetores e o vetor pCIneo (Promega-EUA) . O gene, denomi-
nado seq1, consta da sequência nucleotídica que codifica o
peptídeo SBm 7462® ordenada repetidamente três vezes. Apre-
senta ainda em suas extremidades 5’ e 3’ sítios de restrição
para enzimas XhoI e EcoRI, respectivamente. O gene de inte-
resse foi sintetizado na Entelechon (Alemanha) e veio inseri-
do no vetor pSCA, que possui 3.5kb de tamanho. Após sua
multiplicação, a seq1 foi isolada do vetor de clonagem por
uma reação de clivagem utilizando-se 10 U das enzimas XhoI
e EcoRI. Posteriormente, deu-se a purificação dos insertos a
partir de gel de agarose 0,8%, utilizando-se o kit Wizard® SV
and PCR Clean-up System (Promega-EUA), de acordo com
instruções do fabricante. O vetor de expressão em mamíferos,
pCIneo, foi clonado em Escherichia coli DH5á e purificado
utilizando-se o kit citado anteriormente e também clivado com
as mesmas enzimas utilizadas para o seq1. O cassete de ex-
pressão, pCIneo1, foi construído inserindo-se a seq 1 no vetor
pCIneo através de extremidades coesivas ligadas com a enzima
T4 DNA ligase. Para a clonagem do cassete de expressão,
utilizaram-se as mesmas condições do vetor pCIneo vazio.
Cerca de 16 clones foram submetidos à PCR de colônia, utili-
zando-se os primers T7 EEV (5´ - AAG GCT AGA GTA CTT
AAT ACG A - 3´) e T3 (5´ - ATT AAC CCT CAC TAA AGG
GA - 3´) para identificação dos transformantes. As amplifica-
ções foram realizadas em termociclador “MJ Research, Inc.
modelo PTC -100 – Watertown, EUA” , como segue: 94ºC
por 2 minutos, seguido de 35 ciclos de 94ºC por 30 segundos;
50ºC por 60 segundos e 72ºC por 60 segundos e uma exten-
são final de 7 minutos a 72ºC. Para cada reação utilizaram-se
100 ng de DNA, 1X PCR buffer, 2,5 mM de MgCl

2
, 0,3 mM

de dNTPs, 3U de Go Taq DNA polimerase (Promega EUA) e
0,5 mM dos primers forward e reverse. A purificação do DNA
plasmidial foi feita pelo Wizard® Plus SV Minipreps DNA
Purification System (Promega®), seguindo as recomendações
do fabricante. Em seguida, os cassetes de expressão foram
submetidos ao sequenciamento para confirmar a orientação
correta do inserto. Quatro clones positivos foram sequenciados
no equipamento MegaBACE™ 1000 (Amersham Biosciences,
RU), com os primers T7EEV e T3.

O pCIneo1 foi inoculado em camundongos, para verificar
a produção de anticorpos anti o peptídeo SEQ1. A produção
de DNA plasmidial para a realização das vacinações foi feita
utilizando-se o kit Pureyield™ Plasmid Maxiprep System
(Promega, EUA). Foram utilizados cinco grupos de 5 animais.
Os animais foram inoculados vias subcutânea (SC) e intra-
muscular (IM) a cada quinze dias, sob anestesia inalatória com
éter. O número total de doses foi igual a três, de acordo com
os seguintes tratamentos: 100 μg de pCIneo não recombinante
(IM); 100μL de PBS (IM); 100μg de pCI neo/ gene1 (IM);
75mg de saponina com 100mg de peptídeo SBm7462 (IM) e
75mg de saponina com  100mg de peptídeo SBm7462 (SC).
Amostras de sangue foram coletadas sem uso de anticoagu-
lante a cada 14 dias, após cada vacinação, para realização de
ELISA indireto, segundo método descrito por Sales Junior
(2003), para detecção de IgGs totais expressadas. Procedeu-
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se análise de variância (ANOVA), tendo sido testadas as pres-
suposições, utilizando-se á = 0,05, seguida do teste de Duncan,
ao mesmo nível de significância, para comparação de médias.
As análises foram realizadas nos softwares MINITAB 14 e
SAEG Demo.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Este trabalho estudou a construção e expressão in vivo de
um candidato à vacina de DNA anti o carrapato R. (B.) micro-
plus.

O gel de agarose 0,8% mostra a correta clivagem da seq1,
devido à presença de uma banda entre 400 e 500pb, e o corte
do vetor pCIneo (Figura 1).

Uma reação considerada positiva na PCR deveria ampli-
ficar 544pb. Dessa forma, apenas 3 das 16 colônias foram
consideras positivas (Figura 2).

discordando de outros trabalhos com vacinas de DNA contra
o R. (B.) microplus (DE ROSE et al., 1999; RUIZ et al., 2007).
A ANOVA da primeira e terceira coletas mostra diferença sig-
nificativa (p-valor = 0.04094 e p-valor =0.01171, respectiva-
mente)  entre os grupos (I, II e III), utilizando-se á = 0,05,
sendo os grupos II e III diferentes do grupo I, de acordo com
o teste Duncan. Os dados referentes a essas coletas apresenta-
ram coeficientes de variação considerados altos (CV = 30.691
e CV = 16.613, respectivamente), de modo que se tomou o
resultado da segunda coleta (CV = 6.417) como parâmetro de
conclusão. A ANOVA da segunda coleta mostrou que não exis-
te diferença significativa entre o grupo pCIneo1 e os contro-
les PBS e pCIneo vazio. Pode-se notar, também, que nos gru-
pos I, II e III houve uma mínima diminuição dos títulos de
anticorpos durante o decorrer das três coletas, concordando
com os trabalhos de Wang et al. (2008),que demonstraram
esse tipo de resposta em coelhos quando inoculados com
vetores plasmidiais vazios, ou seja, quando não há expressão
de proteínas.

Além disso, pode-se verificar um aumento gradual dos tí-
tulos de anticorpos anti o peptídeo SBm7462 nos dois grupos
(IV e V) vacinados com o peptídeo SBm7462. O maior pico
de IgG para esses dois grupos, ocorreu após a terceira imuni-
zação com o peptídeo sintético SBm7462, concordando com
trabalhos anteriores (PORTELA, 2000; PIMENTEL, 2002;

Figura 2. Fotografia do gel de agarose 0,8% da PCR de 16 colônias
transformadas. As setas em preto representam as bandas de 547pb
(438pb + 106pb) amplificadas, ou seja, colônias positivas. A seta
branca mostra o marcador DNA ladder 100pb (Promega-USA).

Figura 3. Mostra a sequência nucleotídica resultante do
sequênciamento do cassete de expressão (pCIneo 1). A região su-
blinhada representa o sítio de restrição XhoI e, em itálico o sítio de
restrição EcoRI. A região cinza são os nucleotídeos que compõem
a sequência nucleotídica  e que formam o seq 1.

Figura 1. Fotografia do gel de agarose 1%, mostrando a clivagem da
sequência 1 (fragmento de 438pb representado pelas setas em bran-
co). M: representa o marcador de 100pb; 1: vetor pCIneo íntegro
(sem clivar); 2: vetor pCIneo clivado; 3 e 4: sequências 1 clivadas do
vetor de clonagem pSCA.

O sequênciamento do cassete de expressão foi feito para
verificar possíveis erros durante a ligação da seq 1 no pCIneo.
De acordo com os resultados obtidos (Figura 3), o inserto
estava com orientação e nucleotídeos, exatamente, como de-
senhado. Assim, a seq 1 estava corretamente inserida no vetor
pCIneo, sem nenhum erro, pronta para codificar a expressão
do peptídeo.

Nos ensaios de ELISA, realizados com soro dos animais
inoculados, não houve diferença significativa entre grupos
vacinados com: PBS, pCIneo vazio e pCIneo 1 (Figura 4),

Figura 4. Gráfico de comparação dos valores de absorvância entre
grupos vacinados, descontando-se o valor da absorvância branca.
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SALES-JUNIOR, 2003).  Contudo, houve maior aumento dos
títulos de IgG no grupo V (vacinado subcutaneamente) do que
no grupo IV (vacinado intramuscularmente). Como visto em
outros trabalhos (RAO et al., 2006; WANG et al., 2008), a
resposta imune é fortemente influenciada pela  via de inocu-
lação. De acordo com Leitner et al. (2000), em contraste com
a musculatura, a pele tem importantes funções imunológicas,
como sendo a “primeira linha de defesa” para o sistema imu-
ne.

 Se forem extrapolados esses resultados do peptídeo para
vacinas de DNA, há um índício para a não expressão da SEQ1.
De acordo com Shedlock e Weiner (2000), a extensão da pro-
teção elicitada pelos vários modos de administração de uma
vacina de DNA é determinada pelo network entre APCs/antí-
geno no tecido local alvo e a quantidade de plasmídeo admi-
nistrado. Como as APCs são mais prevalentes na pele do que
nos músculos, a via SC requer menor quantidade de plasmídeo
para elicitar uma resposta no animal. Assim, a magnitude da
resposta imune SC pode ser maior que a IM, se for compara-
da uma mesma dose de DNA plasmidial pelas duas vias. Pode-
se supor, então, que a concentração da construção pCIneo1
aplicada tenha sido menor que a necessária para induzir res-
posta humoral via de inoculação IM.

Vajdy et al. (2004) afirmam que mudanças na seqüência
nucleotídicas de alguns genes para melhor refletir códons pre-
ferenciais usados em mamíferos pode resultar em um aumen-
to marcante no nível de expressão em células eucarióticas.
Além disso, a inserção de uma sequência Kozak (GCCa/
gCCAUGG) ao redor do códon iniciador pode ser fundamen-
tal para a ótima expressão de uma proteína em células de
mamíferos (KOZAK, 1999). Brice et al. (2007) relatam, ain-
da, que um aumento no intervalo das imunizações tem corre-
lação direta com o aumento da resposta celular antígeno es-
pecífica e, também, na resposta de anticorpos. Dessa forma,
são necessários mais testes e mudanças na construção pCIneo
para se afirmar o uso ou não dessa construção com vacina de
DNA.
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