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jpatarro@ufv.br

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. . Diverse vaccines are produced from the intes-
tinal protein Bm86 of the Rhipicephalus. (B.) microplus. The knowledge of the conservation of the gene bm86 is
very important to evaluate the vaccine efficiency and the possibility of reaction crossed between different species
of'ticks. Samples of R. (B.) microplus come from different localities had been sequenced. The analyses of multiple
alignments of the sequences had been made through the BioEdit program 7.0.5.3 version and the verification of
polymorphism for visual inspection. In this work the alignment of all was become fulfilled sequences using itself
BLAST in the search for similarity. Similarity was observed enters the sequenced fragments of R. (B.) microplus
with the sequence of the protein Rs86 de Rhipicephalus sanguineus and with protein HA98 of the tick Hyalomma
anatolicum anatolicum. The results give molecular support to synthetic the vaccine use based in the gene bm86
(SBm7462%) to be used in different species of ticks.
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RESUMO

A vacinagdo representa o melhor método avaliado com custo
efetivo para prevenir perdas econdmicas e aumentar a duragao
e qualidade de vida dos animais de produgao. Diversas vacinas
sdo produzidas a partir da proteina intestinal Bm86 do Rhipice-
phalus. (B.) microplus. O conhecimento da conservagéo do gene
bm86 é muito importante para avaliar a eficiéncia de vacinas e
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a possibilidade de reacdo cruzada entre espécies diferentes de
carrapatos. Amostras de R. (B.) microplus provindas de dife-
rentes localidades foram seqiienciadas. As andlises de alinha-
mentos multiplos das seqiiéncias foram feitas através do pro-
grama BioEdit versao 7.0.5.3 e a verificagdo de polimorfismo
por inspecao visual. Nesse trabalho realizou-se o alinhamento
de todas as seqiiéncias utilizando-se BLAST na busca por si-
milaridade. Observou-se similaridade entre os fragmentos
seqiienciados de R. (B.) microplus com a seqiiéncia da proteina
Rs86 de Rhipicephalus sanguineus e com a proteina HA98 do
carrapato Hyalomma anatolicum anatolicum. Os resultados
dao suporte molecular ao uso de vacinas sintéticas baseadas no
gene bm86 (SBm7462%) serem usadas em diferentes espécies
de carrapatos.

PALAVRAS-CHAVE: Carrapatos, similaridade, vacina,
Bm86, SBm7462®

Rev. Bras. Parasitol. Vet., 17, Supl. 1, 18-23 (2008)
(Brazil. J. Vet. Parasitol.)



Andlise molecular da sequéncia antigénica (SBm7462®) da Bm86 do Rhipicephalus (Boophilus) microplus 19

INTRODUCAO

Os avangos nos conhecimentos e técnicas de biologia
molecular e imunologia providenciam ferramentas para com-
preender muitas questdes biologicas e esses estdo sendo apli-
cados em varias pesquisas na area da parasitologia (SANGSTER
et al., 2001). Muitos dos sucessos na prevencao e controle de
doengas parasitarias advém da aplicacdo desses para o desen-
volvimento de vacinas e métodos de diagnostico.

O desenvolvimento de vacinas contra carrapatos represen-
ta uma promissora alternativa de controle desses parasitos. As-
sim, tém sido usadas vacinas contendo a Bm86 que atuam por
meio de anticorpos anti-Bm86, com o possivel envolvimento
do complemento e outros mecanismos efetores no combate ao
Rhipicephalus (Boophilus) microplus (GARCIA-GARCIA et
al., 1998; WILLADSEN, 2004). A SBm7462® ¢ uma vacina
sintética derivada da Bm86 e possui trés epitopos imunogénicos:
4822 (a.a. 398-411), 4824 (a.a. 123-145) e 4823 (a.a. 21-35),
com niveis satisfatorios de protecao (PATARROYO et al., 2002).
Os epitopos sao conservados entre diferentes populagdes de R.
(B.) microplus (PECONICK et al., 2008).

A proteina Bm95, identificada na mesma espécie, possui
fun¢do homologa a Bm86. Trabalhos de analise de polimor-
fismo revelaram que a maioria das populac¢des de R. (B.) mi-
croplus latino-americanas possua a seqii€ncia Bm95 e nio a
Bm86 (SOSSAl et al., 2005; PECONICK et al., 2008). Esses
dados justificam os maus resultados em diversas localidades
no controle do carrapato utilizando vacinas recombinantes
produzidas a partir de uma cepa isolada de carrapato com a
Bm86 (GARCIA-GARCIA et al., 1999).

Comparagdes entre seqiiéncias de acidos nucléicos e de-
dugdo de aminoacidos, assim como analises estruturais e
filogenéticas de genes de R. (B.) microplus com outras espé-
cies de carrapato confirmam similaridade ou mostram proxi-
midade entre as mesmas, refor¢ando a idéia de que as vacinas
poderiam conferir protecdo cruzada (BEATI; KEIRANS,
2001; DE VOS etal., 2001; MURRELL etal., 2001; PIPANO
etal.,2003; DA SILVA VAZ - Jr. etal., 2005; DE LAFUENTE
et al. 2006). Tendo em conta o anterior, realizaram-se varias
pesquisas usando o imunégeno Bm86 para o controle de ou-
tros géneros e espécies diferentes de carrapatos apresentando
resultados satisfatorios (DE VOS et al., 2001). Com o objeti-
vo de se avaliar similaridade entre diferentes espécies de car-
rapatos, obtiveram-se dois fragmentos A e C que correspondem
a 52,2% da seqiiéncia total do gene bm86 de diferentes isola-
dos do carrapato R. (B.) microplus e compararam-se com se-
qiiéncias de diferentes espécies de carrapatos depositadas em
bancos de dados. Nos fragmentos A e C estdo incluidos os
epitopos 4823 e 4822, respectivamente, constituintes da vaci-
na sintética SBm7462®.

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas vinte ¢ seis amostras de R. (B.) micro-
plus de diferentes regides geograficas brasileiras e outros pa-
ises sul-americanos (Tabela 1). As teledginas que foram ad-

Tabela 1. Descrigdo das 26 populagdes de R. (B.) microplus
utilizadas para anélise de polimorfismos nucleotideos e
peptidicos no gene bm86.

Amostra Municipio Estado Pais
Betim Betim Minas Gerais Brasil
BoaE Boa Esperanga Minas Gerais Brasil
Bugre Bugre Minas Gerais Brasil

Mclaros Montes Claros Minas Gerais Brasil
UFV Vicosa Minas Gerais Brasil
Alegre Alegre Espirito Santo Brasil
Vnoval Venda Nova do Imigrante Espirito Santo Brasil
Psul Paraiba do Sul Rio de Janeiro Brasil
SSalto Sao Sebastido do Alto Rio de Janeiro Brasil
Guara Guararema Séo Paulo Brasil
Jaboti Jaboticabal Sao Paulo Brasil

Scarlos Séo Carlos Sao Paulo Brasil

Goiania Goiania Goias Brasil

Queren Queréncia Mato Grosso Brasil
Coeste Colorado do Oeste Rond6nia Brasil

| taqui Itaqui Rio Grande do Sul  Brasil
Slivra  Santana do Livramento Rio Grande do Sul  Brasil
Mucuri Mucuri Bahia Brasil

Aracaju Aracaju Sergipe Brasil
Auto Auto do Rodrigues Rio Grande do Norte Brasil

Tucurui Tucurui Para Brasil
LaPaz La Paz Entre Rios Argentina
SJose San José Uruguai
Mozo Mozo Uruguai
Cara Mar do Caraibas Cérdoba Colémbia
PDV Palma Del Vino Cundinamarca  Colémbia

quiridas vivas foram incubadas para obtenc@o de larvas, em
estufa Incubadora B.O.D., a 28°C e 80% de umidade relativa.
Os ovos foram coletados nas primeiras 48 horas para a obten-
¢do de larvas que foram aliquotadas ¢ conservadas em nitro-
génio liquido. As outras amostras obtidas que estavam con-
servadas em alcool 70% foram lavadas com agua deionizada,
secas ¢ também estocadas em nitrogénio liquido.

Para a extragdo do acido ribonucléico (RNA), 100 mg de
larvas foram maceradas com Trizol™ (Invitrogen USA) em
tubos de polipropileno de 1,8 mL, de acordo com o fabrican-
te. Posteriormente foi utilizada DNAse (Promega EUA), as-
sim: 10mg de RNA total, IX RQ1DNAse buffer, 10 U de RQ1
RNAse-free DNAse ¢ agua DEPC em quantidade suficiente
para 100mL.

O cDNA foi sintetizado utilizando-se o Kit SuperScript™
First-Strand Synthesis for RT-PCR (Invitrogen EUA) seguin-
do as recomendagdes do fabricante. A sintese foi realizada
em termociclador GeneAmp 9700 (Applied Biosystems EUA).

Para a amplificagdo das seqiiéncias de nucleotideos (nt)
foi usada a reacdo em cadeia de polimerase (PCR). Para o
fragmento A utilizaram-se os primers 4823 (forward 5’
GGCATCGCTTTGTTCGTC 3’ e reverse 5° CCACAGT
CACACGTTGC 3°), amplificando 400 pb (nt 39-438). O frag-
mento C foi amplificado com os primers 4822 (forward 5’
TCGTGTGCAGAAAGGAACTG3’ e reverse 5° TTAG
TGTCTGGTGGGCATTG 3°), amplificando 762 pb (nt 839-
1600). As amplificagdes foram realizadas em termociclador
GeneAmp 9700 (Applied Biosystems USA) como segue: 94°C
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por 2 minutos, seguido de 40 ciclos de 94°C por 30 segundos;
56°C por 60 segundos ¢ 72°C por 60 segundos ¢ uma exten-
sao final de 7 minutos a 72°C. Para cada reacdo utilizou-se
100 ng de cDNA, 1X PCR bulffer, 2,5 mM de MgCl,, 0,3 mM
de dNTPs, 3U de Platinum Taq DNA polimerase (Promega
EUA) e 0,6 mM dos primers forward e reverse para a se-
qiiéncia do fragmento C. Para as seqiiéncias do fragmento A
utilizou-se 0,4 mM dos primers forward e reverse 4823. As
reagdes foram completadas com agua milliQ autoclavada para
um volume final de 25puL.

Os produtos de PCR foram purificados de gel de agarose
1% utilizando-se o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-up
System (Promega, EUA) e clonado em vetor plasmidial
pGEM® - T Easy Vector Systems (Promega, EUA), de acordo
com recomendagdes do fabricante. A linhagem DH5a de Es-
cherichia coli foi utilizada para a clonagem das seqiiéncias
estudadas. A confirmagao das coldnias transformantes foi feita
pela atividade da a-galactosidase e pela técnica de PCR de
colonia utilizando os primers M 13 universais.

O DNA plasmidial de duas colonias de cada populagao
estudada foi extraido utilizando o Kit Wizard® Plus SV
Minipreps DNA Purification System (Promega EUA) seguin-
do as especificagdes do fabricante e seqiienciado no equipa-
mento MegaBACE™ 1000 (Amersham Biosciences, RU).
Cada clone foi seqiienciado quatro vezes, duas vezes no sen-
tido forward e duas vezes no sentido reverse com os primers
M13.

As reacdes de seqiienciamento foram estudadas e analisa-
das por programas computacionais. O programa Seqman do
pacote DNASTAR (DNASTprimerAR Inc.) foi utilizado para
comparar os esferogramas com as seqiiéncias nucleotidicas.
O software BioEdit® versao 7. 0. 5. 3 (HALL, 1999) e o site
JustBio (www.justbio.com) forneceram as ferramentas para
realizar o alinhamento das seqiiéncias nucleotidicas com de-
ducdo dos aminoacidos correspondentes. Foram feitas buscas
por similaridade, utilizando-se BLAST ou Basic Local
Alinhament Sequence Tool (ALTSCHUL et al., 1990), com
seqiiéncias armazenadas no GenBank™. A analise de poli-
morfismo nas seqiiéncias nucleotidicas e de aminoacidos de-
duzidos foram realizadas manualmente. Os valores foram
transferidos para planilhas e a partir dessas foi determinado a
percentagem de polimorfismo de cada populagdo em relagio
aos genes bm86 ¢ bm9s.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Moléculas de artropodes sdo identificadas, purificadas,
caracterizadas, clonadas e possuem suas seqiiéncias deposi-
tadas em banco de dados.

Nesse trabalho realizou-se o alinhamento de todas as se-
qiiéncias utilizando-se BLAST (ALTSCHUL et al., 1990) na
busca por similaridade. Em relagdo aos fragmentos A e C, a
similaridade foi grande nos alinhamentos com as seqiiéncias
das proteinas Bm86 (GenBanK™ ntumero de acesso
AF150891) e Bm95 (GenBanK™ ntmero de acesso
AF150891). Observou-se ainda similaridade significativa com
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outros segmentos (nucleotideos 278 ao 1071) da seqiiéncia
Bm&86 depositados no banco de dados, de diversas popula-
¢oes de R. (B.) microplus (SOSSAI et al., 2005).

O fragmento C de todas as amostras estudadas apresentou
similaridade com a seqiiéncia da proteina Rs86 de Rhipice-
phalus sanguineus (GenBank™ numero de acesso
DQ201646). A Rs86 ¢é ortéloga da Bm86 e também ¢ avalia-
da como antigeno protetor (DE LA FUENTE et al., 2006).
Apos alinhamento da seqiiéncia do R. sanguineus com o frag-
mento C da amostra Vigosa, que segue um perfil de variabili-
dade média para a maioria das populac¢des, observou-se iden-
tidade de 84,11% entre as seqiiéncias (Figuras 1 ¢ 2). Recen-
tes estudos, utilizando metodologias taxondmicas moleculares,
demonstraram proximidade filogenética do género Boophi-
lus com o Rhipicephalus. Propondo-se uma nova classifica-
¢o para a espécie, que mudaria de Boophilus microplus para
Rhipicephalus (Boophilus) microplus (MURREL et al., 2000;
MURREL et al., 2001; BEATI; KEIRANS, 2001). Nossos
dados reforgam os estudos sobre a proximidade filogenética
de Rhipicephalus com Boophilus.

Os resultados de similaridade de proteinas ndo sdo exclu-
sivos da Bm86 ou Bm95, seqiiéncias de nucleotideos e dedu-

Vigosa GRAGCGATACGGACCAGTATCGGAAANGRAGTTTT TAAGGT TGAGATAC TTAACT GCACG
Rsanguineus GMGCGATAMGACCAGTATCGGAAGC GRAGTT TT TAAAGT TGAGAT AC TGAACTGCACA

TR T T s

Vigosa CAGGACATTAAGSCAAGAC TCAT AGCAGAGARALL,
Rsanguineus GAGGACATTARRGCARGGE TCAT AGCATCGARACC CC TG TCARAGCACGTG!
AEBE AR R AR BARAE AR EAAR RS BE AR AR REEARREET  EEAARERAE A

Vigesa CTACAAGCATGOGAGCATC CAAT CGGCGAAT GETGCATGATGTAT CCGAAGTT GCTGATC
Hsanguineus CTTCAGGOGTEOGAGCATC CTGT OGEGT GACC TG TGCATGCT GTAT COGAAG TT GCCGATC

Wh mE hE sREARAEERR AAEE kw EEEAEEE R AN AR AR AR RS R
Vigosa AMGAAMARCTC TGCAACAGAAAT TGARGAAG MG AR CC TT TGOGACAG TC TGCT CAAGAAT
Rsanguineus ARGAAAGGT TC TGCARCAGRAAAT CGAMGAAGAGAACC TTTGCGACAG TATCCTCAAGRACG

------ R R R R Rk R R R Rk R A R Rk kR kR kR Rk

Vigesa CRGGAAGCTGCCTACARRGGT CARAACAAAT GCGT CARGGT COACARCC TCTTCT GG TTC

Rzanguineus CAGGARAATGGATACAAGGGTCAGAACAAGT GCGTCAAGGTCGATAACTTTTICTGGTTC
EAEEEA RE BARAE RRREE REEAR EAREERRREAARET REE K EA AR AR ARE

Vigosa CMITGCGCTGATGGT TACACAAC AACT TACGAGAT GRCACGAGGT OGCC TACGOCGL TCC
Hsanguineus CAGTGCGCTGACGGT TATAGAGC AGTT GACGAGAT CGARCGAGGT G CC TACGOCGEE TCC

AEEE AR AR BEAAE kB AR w wEEAREE kR AR A Rk

Vigosa GTGTG
Rsanguineus GTGTG

Figura 1. Alinhamento parcial, utilizando ferramentas do site JustBio,
do gene bm86 dos nucleotideos1125 ao 1489, da populagdo UFV
(Vicosa) com a seqliéncia da proteina Rs86 de R. sanguineus depo-
sitada no GenBank™ numero de acesso DQ201646. As semelhan-
¢as séo indicadas por asterisco (*) e as diferencas pela auséncia do
mesmo. A sequéncia em negrito e sublinhado corresponde ao pepti-
deo 4822 da vacina sintética SBm7462.

LSKYVLBKLQACEHF
LSKHVLRELOACEHE
LSKYVLRELOACEHF

Figura 2. Alinhamento parcial, utilizando ferramentas do site JustBio,
do gene bm86 dos aminoéacidos 365 ao 485, das proteinas Bm95,
Bma86, da populacéo UFV (Vigosa) e da seqiiéncia da proteina Rs86
de R. sanguineus depositada no GenBank™, nimero de acesso
DQ201646. As semelhancas séo indicadas por asterisco (*) e as
diferencas pela auséncia do mesmo. A sequéncia em negrito e subli-
nhado corresponde ao peptideo 4822 da vacina sintética SBm7462.
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Figura 3. Alinhamento das sequéncias parciais, gerado pelo software
BioEdit® versdo 7.0.5.3, dos genes bm86 e bm95 compreendidos
do nucleotideo 839 ao 1558, inserido no fragmento C, e das sequén-
cias protéicas codificadas dos aminoacidos 270 ao 522 da amostra
UFV (Vicosa) de R. (B.) microplus, da proteina HA98 de H. a.
anatolicum (GenBank™ nimero de acesso AF347079) em compa-
racdo com as amostras padroes Bm86 (Yeerongpilly) e Bm95 (Cepa
A). Os nucleotideos idénticos ao padrdo Bm86 sédo indicados por
pontos, os diferentes pelos nucleotideos correspondentes. O retan-
gulo indica a sequiéncia correspondente ao peptideo 4822 da vacina
sintética SBm7462.

¢do de aminoacidos similaridade entre actinas de R.(B.) mi-
croplus e Rhipicephalus appendiculatus mostraram regides
com 98% de identidade (DA SILVA VAZ Jr et al., 2005).

O peptideo 4822, integrante da vacina sintética SBm7462,
esta inserido na seqiiéncia de R. sanguineus com a variabili-
dade de trés aminoacidos em relagdo ao padrao Bm95 e dois
comparando-se com a Bm86. Em relacdo ao padrao Bm95,
ha a substitui¢do de uma tirosina (Y') por uma histidina (H) na
posicao 400. Comparando-se com a Bm95 e a Bm86, ha ain-
da a substituicdo de uma arginina (R) por uma lisina (K) e de
uma lisina (K) por arginina(R) nas posi¢des 403 e 404 (Figu-
ra2).

WILLADSEN (1997) sugeriu que o conhecimento deta-
lhado da estrutura e fungdo de antigenos protetores em espé-
cies parasitarias, por meio de pesquisas moleculares, pode
oferecer a oportunidade de pesquisa por antigenos similares
ou prote¢do cruzada de vacina. ODONGO et al. (2007)
mapearam dois epitopos lineares conservados entre o gene
bm86 e bd86 do carrapato Boophilus decoloratus e propuse-
ram o uso dos mesmos numa vacina sintética.

As seqiiéncias dos fragmentos C e A também mostraram
similaridade com a proteina HA98, semelhante a Bm86, do
carrapato Hyalomma anatolicum anatolicum (GenBank™
numero de acesso AF347079). A amostra Vigosa apresentou
77,56% de identidade com a seqiiéncia HA98, no fragmento
C. Na seqiiéncia do peptideo 4822, uma lisina (K) ¢ uma
arginina (R) foram substituidas por uma asparagina (N) com-
parando-se as seqiiéncias Bm86 e Bm95. E uma tirosina (Y)
ainda foi substituida por uma histidina (H) em relagdo ao pa-
drao Bm95 (Figura 3).

Em relacao aos nucleotideos compreendidos entre o ni-
mero 39 ao 438, grandes taxas de variabilidade foram apre-
sentadas.

As seqiiéncias amplificadas com os primers 4823, desse
estudo, ainda apresentaram similaridade com outra seqiiéncia
depositada no banco de dados de H. a. anatolicum
(GenBank™ numero de acesso DQ022371), de uma proteina
semelhante a HA98 (HA98 like). Apds alinhamento, a seqiién-
cia identidade representou 71,05%. A por¢ao do peptideo 4823
ndo esta inserida nesse fragmento (Figuras 4 ¢ 5).

Os resultados de similaridade encontrados reafirmam o
exposto por diferentes grupos de pesquisa, de que as denomi-

Figura 4. Alinhamento, utilizando ferramentas do site JustBio, do gene
bm86 dos nucleotideos166 ao 431, da populagdo UFV (Vigosa) com
a sequéncia de HA98-like de H. a. anatolicum depositada no
GenBank™, nimero de acesso DQ022371. As semelhangas sdo
indicadas por asterisco (*) e as diferengas pela auséncia do mesmo.

Figura 5. Alinhamento, utilizando ferramentas do site JustBio, do gene
bm86 das proteinas Bm95, Bm86, da populagéo UFV (Vicosa) e da
sequéncia HA98-like de H. a. anatolicum depositada no GenBank™,
nimero de acesso DQ022371. As semelhangas sé&o indicadas por
asterisco (*) e as diferencas pela auséncia do mesmo.
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nadas Expressed sequence tags (ESTs) sdo uma poderosa
ferramenta utilizada para a descoberta e identificag@o da fun-
¢ao de genes (WIKEL etal.,2001; DE LA FUENTE; KOCAN,
2003; GUERRERO et al., 2005; KRASKY et al., 2007).

Embora a protegao cruzada possa ndo ocorrer, a probabi-
lidade de sucesso e os beneficios dessa ja representam um
forte motivo que justifique a sua investigagdo (WILLADSEN,
2004). Outros estudos ainda devem ser realizados para inferir
sobre 0 uso da vacina SBm7462® em outras espécies de car-
rapatos, com testes adequados em laboratoério e a campo. A
acdo da vacina recombinante rBm86 ¢ mais sensivel ao poli-
morfismo genético entre populacdes do que a vacina por
peptideos sintéticos, posto que os epitopos que a compdem
sdo conservados nas populagdes estudadas (PECONICK et
al. 2008). Em testes feitos com a vacina recombinante rBm8&86
para o controle de Boophilus annulatus (PIPANO et al., 2003),
B. decoloratus, Hyaloma dromedarii ¢ H. anatolicum (DE
VOS et al., 2001) foram encontrados resultados satisfatorios.
Tendo em conta os trabalhos acima mencionados podemos
inferir de que os resultados do presente trabalho ddo suporte
molecular de que o uso de vacinas sintéticas baseadas no gene
bm86 poderdo ser usadas nos carrapatos R. sanguineus e H.
a. anatolicum.
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