ANA PAULA PECONICK

CONSERVACAO DE SEQUENCIAS NUCLEOTIDICAS DO
GENE bm86 E DAS SEQUENCIAS PEPTIDICAS 4822 E 4823,
CONSTITUINTES DA VACINA SINTETICA SBm7462

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal de Vicosa, como parte das
exigéncias do Programa de Pd4s-Graduacdo
em Medicina Veterindria, para obtencédo do
titulo de Magister Scientiae.

VICOSA
MINAS GERAIS - BRASIL
2006



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



“O seu talento € um presente de Deus, o que fizer
com ele serd um presente para Deus."

(Autor desconhecido)



AGRADECIMENTOS

Primeiro e sempre a Deus, que ilumina e abengoa minha vida.

Aos meus pais, Marco Antonio e Rosane, que representam meu porto
seguro e minha fonte de carinho. Também a Fabiana, minha irm&, que me
da coragem para seguir meus sonhos.

A Universidade Federal de Vicosa, instituicio que nos acolhe, ensina,
fornece apoio estrutural para realizacdo de nosso trabalho e nos prepara
para vencer. Especialmente ao Departamento de Medicina Veterinaria e ao
Instituto de Biotecnologia Aplicado a Agropecuaria (BIOAGRO).

Aos professores Joaquin Hernan Patarroyo Salcedo e Marlene Isabel
Vargas Viloria, pela confianca depositada, os ensinamentos e, acima de
tudo, a amizade.

Aos Professores Mauro Pires Moraes e Marcia Rogéria por
disponibilizar as instalagBes de seu laboratério.

Ao Dr. Marco Antdnio Machado e a doutora Marta F. Martins
Guimaraes do laboratorio de Genética Molecular, Embrapa Gado de Leite,
pelos sequenciamentos de parte das amostras.

Ao professor Sérgio Herminio Brommonschenkel e a Miki do
laboratério de  Genbmica/BIOAGRO/UFV  pela compreensdo e
sequenciamentos das amostras.

As bolsistas de iniciacdo cientifica, Flavia e Marina, sempre t&o

solicitas.



Ao Sidimar, pela amizade e auxilio prestado nos momentos dificeis.

Aos meus amigos Fabricio, Carlos, Gabriel, Anna Paula, Sandra,
Yasmine e Carla com quem vivo bons e caléricos momentos em Vigosa.

Aos companheiros de trabalho Bruna, Breno, Javier, Vinicius, Marilia,
Diogo, Hugo e Vitor, pela amizade no Laboratorio de Biologia e Controle de
Hematozoarios/BIOAGRO/UFV.

Ao amigo Marcio Mendes, sempre auxiliando e trazendo boas
sugestoes.

A turma do Laboratério de Virologia Molecular Animal/BIOAGRO/UFV,
Luiza, Abelardo, Fernandinha, Orlando, Luciana, Giuliano, Dimitri, Fernanda,
senhor Valdir e os demais pelos conselhos e ajuda.

A Ana, Cassiana, Bia e Andréia, do Laboratério de Sequenciamento e
Andlises de Fragmento/BIOAGRO/UFV, sempre téo prestativas.

A Rosi, secretdria da Poés-Graduacdo do Departamento de
Veterinaria, pela dedicacéo e ajuda em todos os momentos.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES), pela oportunidade com o apoio financeiro.

A Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Minas Gerais
(FAPEMIG), pelo convénio que disponibilizou recursos para a realizacao do
presente experimento.

A toda minha familia pela torcida e orac6es, em especial ao meu avo
Mazilio, vovd Zé e vovo Helena. E a minha vo6 Bioca (in memorian), sempre
em meus pensamentos.

Ao meu namorado, Jairo, gue, mesmo apesar da distancia, representa
0 motivo para 0S meus maiores Sorrisos.

Enfim, a todos que me ajudaram para a conclusdo desse trabalho e

gue sempre foram tdo amaveis. Muito obrigada...



BIOGRAFIA

ANA PAULA PECONICK, filha de Marco Antonio Peconick e Rosane
Lopes Peconick, nasceu aos 3 dias do més de setembro, do ano de 1980, na
cidade de Belo Horizonte, no estado de Minas Gerais.

Concluiu o ensino fundamental (1° grau) em 1995 e o ensino médio (2°
grau) em 1998 no Colégio Arnaldo, em Belo Horizonte — MG.

Em Margco de 2000 ingressou no curso de Medicina Veterinaria, pela
Universidade Federal de Vigcosa — Vigosa — MG, finalizando em janeiro de
2005. Iniciou-se na pesquisa pelo programa Programa Institucional de Bolsas
de Iniciacdo Cientifica (PIBIC), convénio CNPg/UFV com o projeto “Controle do
carrapato Boophilus microplus pela vacina sintética SBm7462. | — Polimorfismo
populacional do parasita.” de Agosto de 2002 a Julho de 2004 no Laboratério
de Biologia e Controle de Hematozodarios e Vetores/BIOAGRO/UFV sob a
orientacdo do prof. Joaquin H. Patarroyo. No segundo semestre de 2004
realizou estagio supervisionado no Laboratério de Bioquimica e Imunologia/
Instituto de Ciéncias Biologicas/UFMG.

Em marco de 2005 ingressou no Programa de POs-Graduacdo da
Universidade Federal de Vigcosa, em nivel de mestrado, pelo Departamento de

Medicina Veterinaria.



SUMARIO

LISTA DE FIGURAS . ... ettt e e et e e eaa e ees
LISTA DE TABELAS. ...ttt ee e e e s
1 11
ABSTRACT ettt e e e e e e e e e e e e e e e
1. INTRODUGAO. ......coouiieeeeeeeeeeeeeee et
2. REVISAO DE LITERATURA ...t
2.1 Caracteristicas e importancia do carrapato Rhipicephalus
(BOOPhilus) MICIOPIUS.....uuieiiiieeeceeeec e
2.2 Medidas de controle R. (B.) microplus............cccccvviiiiriiieiiieeenn.
2.3 Vacinas contra 0 R. (B.) MIiCroplusS...........ceeeeeevieiiiiiiiiiiiiiiiniinnns
2.4 O imundgeno Sintético SBM7462............cccoovvvveveeiiiiiiiccceeenn,
2.5 Estudos Genéticos com R. (B.) microplus.............cccevvvvvvvvinennnns
3. OBUIETIVOS. ... ettt e e e e e e e e e e e e e e e e nnaes
3.1 ODJELIVO GEIAL... et
3.2 Objetivos eSPECIfiCOS.......ccuvvuiiiiiiiiiiiee e
4. MATERIAL E METODOS ... ..ottt

4.2 Obtengao de Carrapatos.......ccccuvuurrieieiieieiee e e e e e
4.3 Extragdo do RNA total de R. (B.) microplus..........cccccccvveveennnnn.
4.4 Tratamento das amostras com DNASE..........ccceeeeeevvevieeeeeieeinns
4.5 Sintese de cDNA por RT (Transcriptase Reversa)-PCR

(Reacdo em Cadeia de Polimerase).........c.cccevvvveevevieeevnnnnnnnnnnnn.
4.6Reacdo em Cadeia de Polimerase com cDNA de R. (B.)

MUCTOPIUS . .ttt e e e e e e e e e e e e e e e eeeanaaeenaans
4.7 Purificacdo dos fragmentos de DNA de géis de agarose..........
4.8 Producao de Células Ultra-competentes DH5a........................
4.9 Clonagem de Fragmentos com Extremidades Coesivas..........
4.10 Crescimento bacteriano em meio liquido e estoque dos

4.11 Extrag&o de DNA plasmidial............cccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiceeeeen
4.12 SEQUENCIAMENTO. ... iiiieeiie et e e s
4.13 ANAlise de dados.........couevuvuuiiiiiiiiie e
5. RESULTADOS E DISCUSSAO........ccooi et
5.1 Polimorfismos no gene bm86 e bm95............cccoooiiiiii
5.2 Polimorfismos nos Peptideo 4823 € 4824...........ccccceeeeeeeeeennne.
5.3 Identidade de seqiiéncia com outras eSpécies.............cccuveee...
6. CONCLUSAO. ..ottt
8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........cceotriiieieirieieenesietee e

Vi



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Desenho da vacina sintética SBm7462
Figura 2 - Segmento das proteinas Bm86 e Bm95 que ja foram avaliadas
quanto ao polimorfisSmo genético...............eoeee e,
Figura 3 - Alinhamento das seqliéncias parciais do fragmento A.......................
Figura 4 - Alinhamento das sequéncias parciais do fragmento C................c.eeeee.
Figura 5 - Alinhamento das seqiiéncias parciais de nucleotideos da amostra
Vicosa e da sequéncia de RS86.............coveeeiiiiiiiiiiiieeeeee e
Figura 6 - Alinhamento das seqliéncias parciais de aminoacidos da Bm86,
Bm95, amostra Vicosa e da seqiiéncia de Rs86...........cccoeeeecinnnnnnns
Figura 7 - Alinhamento das seqUéncias parciais de aminoacidos da amostra
Vicosa e da sequéncia de HA98, fragmento C..........ccccevvveeviiiiiiennennn.
Figura 8 - Alinhamento das seqiiéncias parciais de aminoacidos da amostra
Vicosa e da sequéncia de HA98, fragmento A.........cccvevveeveeeeeeniiiinnnn.
Figura 9 - Alinhamento das seqgliéncias parciais de nucleotideos da
amostra Vicosa e da sequéncia de HA98-like.........cccccccvevveneen..
Figura 10 - Alinhamento das seqiiéncias parciais de aminoacidos da
Bm86, Bm95, amostra Vicosa e da sequéncia de HA98-like......

Vil

58

59

60

62

63

63



LISTA DE TABELAS

Pagina
Tabela 1 — Populagfes de R. (B.) microplus utilizadas para analise de
POIMOIfISMOS......uviiiiiiiiiiieeeeeeee e, 19
Tabela 2 — Reagdes em cadeia de polimerase para os fragmentos Ae C 22
Tabela 3 — Sequéncias dos primers utilizados para amplificagdes dos
fragmentos........oooviiiiiii 23
Tabela 4 — Avaliagéo de polimorfismos no gene bm86 e proteina Bm86 de R
(B.) microplus, fragmento A..........ooooiiiiii 39
Tabela 5 — Avaliagéo de polimorfismos no gene bm86 e proteina Bm86
de R ( B.) microplus, fragmento C ..........ooocuiiiiiiiieiiiiiieeee e 49
Tabela 6 — Diferencas entre Alelos da Mesma Populacdo compreendidas
0T = 1o 1 41=T 01 (o 1 VPP 50
Tabela 7 — Diferencgas entre alelos da mesma populagdo compreendidas
NO FrAgMENTO C...oeeiiieiie e e 50
Tabela 8 — Taxa de variagdo de aminoacidos dos peptideos 4823 e 4822........
52
Tabela 9 — Polimorfismos do gene bm86 e proteina Bm86 de R. (B.) microplus,
NA SEQUENCIA 4822.... ..o e e e e 54
Tabela 10 - Polimorfismos do gene bm86 e proteina Bm86 de R. (B.) microplus,
NA SEQUENCIA 4823 ... et 55

viii



RESUMO

PECONICK, Ana Paula M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, novembro de
2006. Conservacdo de sequéncias nucleotidicas do gene bm86 e das
sequUéncias peptidicas 4822 e 4823, constituintes da vacina sintética
SBm7462. Orientador: Joaquin Hernan Patarroyo Salcedo. Co-
orientadores: Marlene Isabel Viléria Vargas e Jackson Victor Araujo.

Rhipicephalus (Boophilus) microplus é um dos mais importantes
parasitas de rebanho nas Américas Central e Sul e na Australia de um ponto de
vista econbmico. Vacinas derivadas da glicoproteina intestinal Bm86 possuem
um amplo potencial como método ndo quimico no controle dos carrapatos. A
SBm7462 é 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). O
conhecimento da conservacdo do gene bm86 é muito importante para avaliar a
eficiéncia da SBm7462. Vinte e seis amostras de R. (B.) microplus provindas
da Argentina, Colémbia, Uruguai e de vérias regifes do Brasil foram analisadas
para o gene bm86. Dois fragmentos de cDNA foram amplificados, fragmento A
(entre os nucleotideos 39 — 438) e fragmento C (entre os nucleotideos 839 —
1600). Esses foram clonados no vetor pGEM-T® e quatro clones de cada
populacao foram sequienciados. As sequéncias de nucleotideos e deducao de
aminoéacidos foram comparadas com o0os genes bm86 e bm95. As analises de
alinhamentos multiplos das sequéncias foram feitas através do programa
BioEdit versédo 7.0.5.3 e a verificacado de polimorfismo por inspecao visual. Os
resultados demonstraram alta conservacado genética dos peptideos 4823 e
4822 para as amostras pesquisadas. No interior do gene bm86, a variabilidade
de aminoacidos foi de 5,49% e 3,89% comparando-se com a Bm86 e Bm95,

respectivamente.



ABSTRACT

PECONICK, Ana Paula M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, november
2006. Conservation of nucleotides sequences of bm86 gene and
peptides sequences 4822 e 4823, constituents of synthetic vaccine
SBm7462. Adviser: Joaquin Hernan Patarroyo Salcedo. Co-advisers:
Marlene Isabel Vil6ria Vargas and Jackson Victor de Aradujo.

Rhipicephalus (Boophilus) microplus is one of the most important
parasites of cattle in Central and South America and Australia from an
economical point of view. Vaccines derived from Bm86 glycoprotein have a
great potential of non-chemical control of ticks. The SBm7462 is a synthetic
vaccine derived from Bm86 and has three immunogenic epitopes: 4822 (a.a.
398-411), 4824 (a.a. 123-145) and 4823 (a.a. 21-35). The knowledge about the
conservation of the bm86 gene is very important to evaluate efficiency of
SBm7462. Twenty six R. (B.) microplus strains from Argentina, Colombia,
Uruguay and various regions from Brazil were analyzed for the bm86. Two
fragments of cDNA were amplified, fragment A (among the nucleotides 39 —
438) and fragment C (among the nucleotides 839 - 1600). They were cloned
into the pGEM-T® vector and four clones were sequenced for each population.
The nucleotides and deduced amino acid sequences were compared with the
bm86 and bm95 genes. The analysis was made through alignment of multiple
sequences by the program BioEdit version 7.0.5.3 and the polymorphisms
verification for visual inspection. The results demonstrated the genetic
conservations of the peptides 4823 and 4822 for analyzed samples. Inside of
the gene bm86, the amino acids variability was of 5,49% and 3,89% compared

with Bm86 and Bm95, respectively.



1. INTRODUCAO

Entre as 869 espécies conhecidas de carrapatos no mundo (DE LA
FUENTE e KOCAN, 2003), o Rhipicephalus (Boophilus) microplus
(CANESTRINI, 1887) possui grande importancia veterinaria, sendo o principal
ectoparasito de bovinos, nas regides tropicais e subtropicais do mundo.

Os prejuizos causados pela infestacdo de carrapatos e as doencas
transmitidas, segundo a FAO (Food and Agriculture Organization), ultrapassam
sete bilhdes de délares anuais no mundo. Somente no Brasil, que possui um
rebanho com aproximadamente 170 milhdes de cabecas, estudos apontaram
prejuizos superiores a dois bilhdes de dolares anuais (GRISI et al., 2002;
TAVARES, 2006).

O controle de carrapatos repousa principalmente na utilizacdo de drogas
carrapaticidas que sdo responsaveis pela selecdo de populacdes resistentes
(SANGSTER, 2001; TAYLOR, 2001). Outro problema com o uso de acaricidas
€ a contaminagao com residuos na carne, leite, derivados e no meio ambiente.
Tudo isso aponta para a necessidade de pesquisas de métodos alternativos,
seguros e eficientes de controle, atuando de modo integrado (WILLADSEN,
2006). Entre as alternativas, encontram-se os meétodos de imunoprofilaxia.
Atualmente encontram-se no mercado antigenos recombinantes derivados de
proteinas ocultas (Bm86 e Bm95) do intestino do R. (B.) microplus. No entanto,

algumas populacdes de carrapatos tem se mostrado insensiveis a vacinagao,



possivelmente como consequéncia de polimorfismos genéticos com significado
biologico nas proteinas Bm86 ou Bm95. Portanto, é necessério o
desenvolvimento ou desenho de imundgenos que controlem as diferentes
populacdes do parasito, para alcancar uma imunidade de populacéo.

A construcdo de uma vacina sintética, denominada SBm7462, composta
por determinantes imunogénicos da proteina Bm86 foi desenvolvida por
PATARROYO et al. (2002). Essa vacina €& constituida por trés peptideos
denominados 4822, 4824 e 4823. Tendo em conta a variabilidade genética das
proteinas do intestino das popula¢gbes R. (B.) microplus, SOSSAI et al. (2005),
analisou o polimorfismo do peptideo 4824 em diferentes amostras do
carrapato, demonstrando a conservacdo da sequéncia em populacdes do

Brasil, Argentina, Colémbia, Venezuela e Uruguai.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caracteristicas e importancia do carrapato Rhipicephalus (Boophilus)

microplus

Recentes estudos, utilizando metodologias taxondmicas moleculares,
demonstraram proximidade filogenética do género Boophilus com o
Riphicephalus. Propondo-se uma nova classificagdo para a espécie, que
mudaria de Boophilus microplus para Rhipicephalus(Boophilus) microplus
(MURREL et al., 2000; MURREL et al., 2001; BEATI e KEIRANS, 2001). Na
descricado deste trabalho, adotar-se-a 0 novo status taxondmico. A classificacéo
definida por NUNEZ et al. (1982) com as atualizacbes propostas seguiria a
seguinte ordem:

Filo: Arthropoda

Classe: Arachnida

Ordem: Acari

Subordem: Metastigmata

Familia: Ixodidae

Subfamilia: Rhipicephalinae

Género: Riphicephalus

Espécie: Rhipicephalus (Boophilus) microplus



Seguindo a mesma linha de pesquisa taxonOmica, estudos apontam
para uma origem africana da subfamilia Rhipicephalinae (MURREL et al., 2000;
MURREL et al., 2001; BARKER e MURRELL, 2002). Ao longo dos séculos, o
R. (B.) microplus se difundiu pelas regibes neo-tropicais juntamente com as
migracOes de pessoas e suas criacbes de animais. Importantes divergéncias
genéticas e de adaptacdes de uma mesma espécie distribuida entre diferentes
continentes envolvem uma “plasticidade ecolégica” das populagdes de
carrapatos, onde mudancas globais afetam os parasitas e a forma de manejar
o controle dos mesmos (SUTHERST, 2001; ESTRADA-PENA et al., 2006). Na
América Latina, o R. (B.) microplus encontra-se amplamente distribuido pelo
Brasil, norte da Argentina, Paraguai, Uruguai, leste da Bolivia, Colébmbia e
Venezuela. No Brasil, destacam-se as regides Centro-Oeste e Sudeste, locais
com intensa atividade pecuaria, que possuem além do hospedeiro, condi¢cdes
ideais de temperatura e umidade para o parasito (ESTRADA-PENA, 1999 e
ESTRADA-PENA et al., 2006).

Aliado a sua extensa distribuicdo geogréfica, os severos prejuizos
causados pelo R. (B.) microplus a pecuaria nacional sdo de ordem direta e
indireta. Os primeiros remetem para animais com perda de peso, baixa
conversdo alimentar, perdas na qualidade do couro, toxinas liberadas no
hospedeiro, lesdo da pele, entre outros. JONSSON (2006) calculou que cada
fémea ingurgitada é responsavel por uma reducdo de aproximadamente 1,379
de peso dos bovinos. O mesmo autor ainda relata anemia, supresséo do
apetite e alteracdo no metabolismo como consequéncias da perda de producédo
devido a infestacdo de R. (B.) microplus.

Os prejuizos de causa indireta estdo relacionados com a transmissao de
hematozoéarios, como Babesia bovis e B. bigemina, além de participacdo na
epidemiologia do Anaplasma marginale (PATARROYO, 1994; SANTOS et al.,
1998; RUIZ et al, 2005; OLIVEIRA-SIQUEIRA et al, 2005). Estudos
demonstram que os carrapatos provocam efeitos imunossupressores no
hospedeiro, o que pode facilitar a transmisséo ou a gravidade de babesioses e
anaplasmoses (KASHINO et al., 2005; JONSSON, 2006).

A saliva do carrapato contém componentes que garantem o sucesso da

alimentacdo, com fung¢des que afetam o sistema imunolégico, hemostético e



vias inflamatorias do hospedeiro (TURNI et al., 2004). Em relacdo a modulacao
gue os carrapatos podem provocar no sistema imune de seu hospedeiro,
relatou-se polarizacdo para resposta Th2, com supressdao da producao de
interleucinas 1 e 2 (IL-1 e IL-2) e do interferon gama (IFN-y). Supressdo de
linfécitos T e queda nos niveis de IgG também foram verificados; além da
ativacdo de quinases que reduzem a dor e de histaminas que minimizam o
processo inflamatoério (WILLADSEN e JONGEJAN, 1999; WIKEL e ALARCON-
CHAIDEZ, 2001; KASHINO et al., 2005).

O ciclo do R. (B.) microplus é dividido em fase de vida livre e fase de
vida parasitaria. A primeira fase inicia-se ap6s a queda de teledgina ingurgitada
com o periodo de pré-postura, ovopostura, eclosdo dos ovos, neolarvas e
larvas infestantes. A fase de vida parasitaria comeca quando a larva instala-se
no hospedeiro, transformando-se em metalarva, ninfa, metaninfa. A partir
desse momento ja ocorre diferenciacdo entre 0os sexos, no caso do macho de
metaninfa se transforma em neandro e gonandro. No caso de fémea de
metaninfa para nedgina, partenégena e teledgina. O inicio da queda das
teledginas ocorre em média entre 0 22° e 23° dias. Apenas um hospedeiro é
parasitado, ou seja, trata-se de um carrapato do tipo monoxénico. A dinamica e
viabilidade da fase de vida livre sdo fortemente influenciadas pelo micro clima
ao redor do carrapato, principalmente as condicdes de umidade e temperatura
(GONZALES, 1974; CORSON et al.,, 2004; SUTHERST e BOURNE, 2006).
Apesar de ser conhecido como carrapato de bovinos, o R. (B.) microplus pode
utilizar outras espécies como hospedeiros acidentais, como ovelha, veado,
equino, coelho, canino, caprino e o proprio homem (GONZALES, 1974; PRATA
et al., 1999).

O processo reprodutivo e a digestdo do sangue, segundo DA SILVA
VAZ-Jr, et al. (2004), estdao entre as funcbes preponderantes no R. (B.)
microplus. Dai a importancia de se conhecer bem os 6rgaos reprodutivos, a
glandula salivar e o sistema digestivo da espécie.

A fémea possui 0 ovario com uma Unica estrutura tubular, continua e
composta por um limen delimitado por pequenas células epiteliais. Os oocistos
sdo classificados em seis estagios de acordo com suas caracteristicas
morfolégicas e histolégicas (SAITO et al., 2005). Os espermatozéides

aparecem como uma densa massa que se locomovem em contato com o0



oviduto interno. Por microscopia eletronica, visualizam-se modificacdes no
ndcleo do ovario, o que pode indicar singamia. O desenvolvimento embrionario
desse artropode € completado com 21 dias (CAMPOS et al., 2006). A exaustéo
dos ovidutos no momento de ovoposicdo demonstra que nesse momento a
vida da fémea perde significancia em funcdo da nova geracdo (BRUM e
NUNES, 1992; GARCIA-FERNADEZ et al., 1999).

NUNES et al. (2005) mostraram processos apoptoéticos nas glandulas
salivares das fémeas completando o processo de ingurgitamento. A teledgina
morre apods realizar postura de 2000 a 4000 ovos no meio ambiente (PEREIRA,
1982).

As fémeas da espécie de R. (B.) microplus podem ingerir de sangue 100
vezes mais a massa do préprio corpo. Mecanismos que protegem o carrapato
de moléculas nocivas do hospedeiro permitem que essa espécie seja bem
adaptada a uma alimentacdo hematéfaga. Sua estrutura histolégica intestinal &
constituida por uma membrana basal coberta de fibras musculares
longitudinais e circulares (HERNANDEZ et al., 1997). As células digestivas
intestinais promovem a endocitose de componentes do sangue e grandes
quantidades de heme sdo armazenadas no hemossomo, a heme € liberada
durante a digestao da hemoglobina e esta envolvida em catalises nas reacdes
de redox. A heme possui sua toxicidade inibida por uma lipoproteina de ligacao
da heme (heme-binding lipoprotein — HelLp), podendo dessa forma, ser
reutilizada pelo carrapato (MAYA-MONTEIRO et al., 2004; LARA et al., 2005;
GRACA-SOUZA et al., 2006). A principal proteina do ovo dos carrapatos, a
vitelina, € um reservatorio de nutrientes e heme para o desenvolvimento do
embrido, isso sugere que a ligacdo de heme com a vitelina representa um
importante mecanismo anti-oxidante, protegendo o embrido (LOGULLO et al.,
2002). Muitas outras moléculas essenciais para o processo digestivo do R. (B.)
microplus ja foram estudadas, bem como suas glandulas salivares (NUNES et
al., 2005; NUNES et al., 2006; CIPRANDI et al., 2006), sendo que algumas
apresentam potencial de serem usadas na biomedicina, como o peptideo
antimicrobiano Ixodidin (FOGACA et al., 2005).



2. 2 Medidas de controle do R. (B.) microplus

O controle de carrapatos estd centrado, atualmente, no uso de
pesticidas das mais variadas bases quimicas. O alvo desses compostos
quimicos, em geral, € o sistema nervoso do ectoparasito. Recentes pesquisas
propdem o uso de ectoparasiticidas tendo como objetivo afetar os mecanismos
reguladores do crescimento, neuropeptideos e o sistema neuroenddocrino
(TAYLOR, 2001).

O uso indiscriminado de acaricidas, e muitas vezes sem critérios
técnicos, levou a uma pressdao de selecdo culminando na aquisicdo de
resisténcia (processo irreversivel) por parte dos parasitas aos mais diversos
grupos quimicos. Resisténcia a acaricidas € o maior obstaculo a producao
pecuaria. A definicAo de resisténcia, segundo SANGSTER (2001), é a
habilidade de um parasita sobreviver a doses de droga que normalmente
mataria espécies iguais e no mesmo estagio de desenvolvimento, sendo que
esse € um processo relacionado com fatores genéticos, biolégicos e
operacionais. Existem varios tipos de mecanismos de resisténcia para cada
classe de acaricida. Mutag&o no local alvo do acaricida representa o principal
mecanismo de resisténcia observado, mas ha exemplos de mecanismos
metabolicos (BAXTER e BARKER, 1998; FOIL et al., 2004).

Diversos trabalhos comparam a biologia reprodutiva entre linhas de
carrapatos resistentes e susceptiveis a acaricidas. O padrdo geral dos
resultados revela um comportamento biolégico semelhante ou com pequena
significAncia biolégica tendendo para menores indices reprodutivos para as
cepas resistentes. Esses indices referem-se ao peso, numero e viabilidade dos
ovos (GLORIA et al., 1993; DAVEY et al., 2006).

Medidas alternativas de controle sdo propostas como modo de minimizar
0s obstaculos derivados do uso de parasiticidas quimicos, que além da
resisténcia, trazem problemas de residuos para os produtos de origem animal e
para o0 meio ambiente.

Diversas medidas de controle biolégico vém sendo avaliadas como
possiveis ferramentas de combate ao R. (B.) microplus. Dentre elas, destaca-
se a utilizacdo de pastagens ou o uso rotacional das mesmas que dificultam o

acesso de larvas ou que liberem agentes volateis (LABRUNA e VERISSIMO,



2001; FERNANDEZ-RUVALCABA, 2004). Outra medida que tem sido
abordada é o banho dos animais com extratos fitoterapicos que inibem o
acesso das larvas (HEIMERDINGER et al., 2006). Por outro lado o emprego de
entomoparasitas é outra técnica sob avaliacdo. Entre os entomoparasitas pode-
se destacar a mosca Megaselia scalaris que reduz o nimero de ovos das
teledginas (ANDREOTTI et al., 2003). Nematdides entomopatogénicos Sao
promissores agentes biolégicos no controle de diversas espécies de
carrapatos, entre elas o R. (B.) microplus, destruindo a hemocele dessas
espécies (SAMISH e GLAZER, 2001; VASCONCELOS et al., 2004). Fungos
entomopatogénicos, com agao similar ao exposto anteriormente, de diferentes
géneros estdo apresentando resultados satisfatérios como pesticidas
(BITTENCOURT et al., 2003; POLAR et al.,, 2005a; POLAR et al., 2005b;
BAHIENSE et al., 2006), entre outras medidas.

O melhoramento animal na selecdo de ragcas mais resistentes ao
carrapato ainda é um processo polémico. H& controvérsia sobre estimativas de
valores de herdabilidade e questiona-se a correlacdo da caracteristica de
resisténcia aos carrapatos com a produtividade do animal (JONSSON et al.,
2000a; FRISCH et al., 2000; TEODORO et al., 2004). O que se sabe é que
bovinos com maior grau de sangue zebuino (Bos indicus) possuem maior
resisténcia a parasitas, e mesmo dentro desse grupo ha diferencas de racas,
os animais Nelore, por exemplo, sdo mais resistentes de que os Gir ou Guzera
(VERISSIMO et al., 2004; TEODORO et al., 2004; JONSSON, 2006).

Pesquisas e avancos cientificos na area de imunologia, como a
compreensao cada vez maior sobre biologia de parasitas, uso de modernas
ferramentas como a biologia molecular e alta escala de produgéo permitem que
vacinas anti-parasitarias sejam uma grande possibilidade (DALTON e
MULCAHY, 2001). O desenvolvimento de vacinas contra carrapatos representa
uma promissora alternativa de controle.

A associacao de medidas representa maior garantia de bons resultados
no do carrapato (SANGSTER, 2001). O uso de vacinas com banhos
estratégicos de acaricidas € um bom exemplo desse controle integrado que

remete para bons indices para o produtor rural (WILLADSEN, 2006).



2.3 Vacinas contra o R. (B.) microplus

A vacinagdo representa o melhor método avaliado com custo efetivo
para prevenir perdas econémicas e aumentar a duracdo e qualidade de vida
dos animais de producdo (ANDRE, 2001; BABIUK, 2002). Vacinas
convencionais sédo usadas ha mais de 200 anos, desde o reconhecimento, por
Edward Jenner, de que vacina poderia proteger os seres humanos contra a
variola, em 1798 (TIZARD, 1999). Entre as diversas vantagens do uso de
vacinas pode-se destacar que essas possuem uma agao mais sustentavel, séo
livres de residuos, sdo mais espécie-especifica, podem ter um custo menor de
producéo, facil administracdo e minimizacao das chances de ocorrer problemas
com resisténcia (WILLADSEN, 1997).

O desenvolvimento de vacinas e seu licenciamento requerem muitas
etapas e decisoes feitas por especialistas que interagem em seus estudos. A
questao central estd no controle da qualidade de seu desenvolvimento, de sua
producdo, armazenamento e uso. E um continuo processo que envolve desde
avancos tecnoldgicos ao marketing comercial, passando pela identificacdo e
boa caracterizacdo de antigenos protetores; determinacao do processo de uma
viavel producdo comercial do antigeno; a formulacdo desses antigenos mais
adjuvantes como uma vacina capaz de fornecer uma resposta imunologica
apropriada e sustentavel; a validacéo do protétipo no campo (NALIN, 2002).

A aplicagdo de amplas técnicas moleculares revoluciona o0s
conhecimentos sobre resposta imune protetora frente a ectoparasitas e levanta
possiveis alvos para a construcdo de vacinas. E ndo ha duvida de que a
vacinagao contra carrapatos apresenta maior sucesso do que contra qualquer
outro ectoparasita, provavelmente porque os primeiros se alimentam mais
devagar do que outros insetos, ficando mais tempo em contato com o sistema
imune do hospedeiro, ou pela forma de digestado intracelular (WILLADSEN,
2001; DALTON e MULCAHY, 2001).

Ha mais de 70 anos que parcial ou forte imunidade contra infestacdes de
carrapatos € induzida por vacinacdo com uma variedade de materiais
antigénicos, incluindo macerados de todo o carrapato, extratos das glandulas

salivares, material intestinal, cuticulas, entre outros (WILLADSEN, 2004).



Dois tipos antigénicos distintos sdo muito discutidos. O primeiro refere-
se a antigenos naturais ou antigenos “expostos”, que sdo secretados Junto
com a saliva do carrapato durante a alimentacdo. Antigenos ocultos,
representando o segundo grupo, normalmente ndo entram em contato direto
com o sistema imune do hospedeiro, entre esses estao as proteinas derivadas
do intestino ou dos ovos do carrapato, por exemplo. Relata-se ainda um
terceiro grupo intermediario, com propriedade de ambos (TRIMNELL et al.,
2002; NUTTALL et al., 2006).

A identificacdo de antigenos protetores para bovinos contra o R. (B.)
microplus é crescente visto o impacto econbmico e as dificuldades, ja
mencionadas, no controle desse parasita. Sdo pesquisados antigenos larvais;
antigenos das glandulas salivares (64TRP); precursores de enzimas
proteoliticas; proteinas intestinais (Bm91, Bm86, BMA7); a vitelina e outras
glicoproteinas dos ovos dos carapatos (BYC); a calreticulina, entre outras
(WILLADSEN et al., 1996; ANDREOTTI et al., 2002; DE LA FUENTE e
KOCAN, 2003; SINGH e GHOSH, 2003; DA SILVA VAZ Jr. et al.,, 2004;
TRIMNELL et al., 2005; PRUETT et al., 2006; LEAL et al., 2006a e 2006b).

WILLADSEN et al. (1989) isolaram uma glicoproteina, de 89.000 Da de
peso molecular e ponto isoelétrico entre 5,1 a 5,6, da membrana intestinal de
uma amostra de R. (B.) microplus australiana (Yeerongpilly) e denominaram
essa proteina de Bm86, estando presente em larvas, ninfas e adultos. Esse
antigeno foi identificado através de séries de fracionamento e provas de
vacinagcdo. OLIVEIRA (1998) determinou que a Bm86 se localiza, mais
precisamente, nas microvilosidades da membrana das células epiteliais do
intestino, sendo altamente concentrada proximo & membrana basal. E uma
molécula de 650 aminoacidos com potenciais sitios de glicosilacdo. O gene
bm86 possui 2225 nucleotideos. Especula-se que sua funcdo esteja
relacionada com a endocitose.

Em 1994, na Austrdlia, foi liberada a primeira vacina comercial contra o
R. (B.) microplus, utilizando clonagem do gene bm86 em Escherichia coli e
producdo da proteina recobinante Bm86 (rBm 86), recebendo o nome de
TickGARD® (Hoeschst Animal Health, Austrdlia) e subsequentemente
denominada TickGARD Plus® (SMITH et al., 1995; WILLADSEN, 1997). Com

as bases do mesmo antigeno foi formulada em Cuba a vacina Gavac® (Heber
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Biotec AS, Havana, Cuba) e Gavac Plus®, porém essa rBm 86 foi produzida
em Pichia pastoris (GARCIA-GARCIA et al., 1998).

A eficacia destas vacinas tem variado entre 50 e 91%. Esses valores séo
avaliados pela reducao da viabilidade e do nimero de ovos, consequentemente
diminuindo o nimero de carrapatos nas geracdes subsequentes, tendo todos
0os estagios de desenvolvimento comprometidos (RODRIGUEZ et al., 1994;
JONSSON et al., 2000b). Alteracdes histologicas do trato digestivo do R. (B.)
microplus pela acdo de anticorpos anti-rBm86 também ja foram avaliados por
HERNANDEZ et al. (1997), que observaram as destruicdes de células
digestivas, secretoras e basofilicas, além de erosdo e ruptura da parede
intestinal e extravasamento do contetdo digestivo para a cavidade celomatica.

Vacinas contendo a Bm86 atuam por meio de anticorpos anti-Bm86, com
0 possivel envolvimento do complemento e outros mecanismos efetores
(GARCIA-GARCIA et al., 1998; WILLADSEN, 2004).

Algumas amostras de R. (B.) microplus, entretanto, mostraram-se menos
susceptiveis a vacina recombinante Bm86 (rBm86). O gene bm95 foi isolado de
uma populacdo de carrapatos argentinos (cepa A), em seguida clonado,
expresso na levedura P. pastoris e utilizado como outra vacina recombinante,
controlando a populacdo que era resistente a rBm86 (GARCIA-GARCIA et al.,
2000). A proteina Bm95, com funcdo homéloga a Bm86, possui 2225
nucleotideos que codificam 569 aminoacidos.

O isolamento geografico de cepas de R. (B.) microplus pode levar a
essas diferencas genéticas e fisiolégicas, remetendo a uma resposta negativa
ao controle pela vacinacdo (GARCIA-GARCIA et al., 1999). Existindo, portanto,
a constante busca por um imundégeno ou a combinagdo de antigenos que
cubram o maior niamero possivel de populacdes, protegendo o rebanho das

infestacdes por R. (B.) microplus.

2.4 O imundgeno sintético SBm7462

O uso de peptideos sintéticos representa uma promissora ferramenta na

producdo de vacinas. Vantagens significativas no uso desses peptideos sao
citadas por NEURATH e KENT (1986), tais como alto grau de pureza, auséncia
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de contaminantes, baixo custo de producdo em alta escala, estabilidade (uma
vez que ndo se observam enzimas proteoliticas originarias de material
biolégico), completa caracterizacdo quimica e reprodutibilidade. PATARROYO
et al. (1994) citam também a auséncia de mecanismos supressores, alérgicos
ou autoimunes, e mecanismos de evasao tipicos de microorganismos.

A primeira vacina sintética contra o R. (B.) microplus, foi denominada de
4912, que apresentou resultados pouco satisfatorios (Oliveira, 1998). Com o
avancar das pesquisas a SBm7462 foi desenvolvida por PATARROYO et al.
(2002), apresentando bons resultados e ja representa um produto patenteado.
A partir de estudos por predicdo computacional, sequéncias foram definidas
como determinantes antigénicos. O imundgeno possui trés peptideos, que
somam 43 aminoacidos, com sequéncias que foram desenhadas no
Laboratério de Biologia e Controle de Hematozoarios e
Vetores/BIOAGRO/Departamento de Veterinaria da Universidade Federal de
Vigosa, Vigcosa — MG, e sintetizadas no Instituto de Inmunologia del Hospital
San Juan de Dios, em Bogot4, Colémbia. Esses peptideos foram catalogados
pelo livro de seqléncias como 4822 (aa. 398-411), 4824 (aa. 132-145) e 4823
(aa. 21-35), a SBm7462 possui essas seqiéncias nesta ordem e com duas
cisteinas no C- e N- terminais.

Apos alinhamento entre as proteinas Bm86 e Bm95 foi observado que
apenas duas mudancas ocorrem dentro das sequUéncias que constituem a
SBm7462. Acredita-se que essas sequUéncias se mantiveram conservadas
durante a evolucdo deste parasito (SOSSAlI et al, 2005).

Os resultados de estudos com a SBm7462 sugerem que anticorpos
especificos e outros componentes do sistema imune exercam um importante
papel na protecdo do rebanho contra o R. (B.) microplus, o que reflete uma
sequéncia com epitopos antigénicos e imunogénicos da proteina Bm86. A
eficdcia da vacina mostrou-se satisfatoria (81,05%) na reducdo do numero de
carrapatos, promovendo imunidade de rebanho e n&o apenas individual
(PATARROYO et al., 2002).
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Figura 1. Desenho da vacina sintética SBm7462, comparando com as sequéncias
homdlogas da proteina Bm95. Os aminoacidos em destaque sdo 0s que variam entre
os determinantes imunogénicos das duas proteinas. O peptideo 4822 esta
representado pelo retangulo com linhas cheias, 0 4824 com linhas tracejadas e o 4823
com linhas interrompidas (SOSSAI, 2004).

Testes a campo da vacina concordam com os resultados do trabalho
anterior, realizados em laboratorio. Neste também observou-se aumento do
titulo de anticorpos especificos, reducao do niamero de teledginas, da taxa de
ovoposicao, da relacdo peso das larvas/peso dos ovos, do peso dos ovos, das
teledginas e da fertilidade dos ovos, alcancando uma eficiéncia final de 53,29%
para 0 grupo vacinado com 2,0 mg do peptideo SBm7462 (COUTO
PIMENTEL, 2002). Esses resultados sdo melhores do que os obtidos na
maioria dos testes com rBm86 em iguais condicbes de manejo e estresse
(RODRIGUEZ et al., 1994; PENICHET et al., 1994; FRAGOSO et al., 1995;
MASSARD et al., 1995).

GONZALEZ-LOMBANA (2003) demonstrou a eficiéncia do peptideo
sintético SBm7462 na constru¢cdo de uma resposta imune antigeno-especifica
gue envolve mecanismos celulares e humorais, com a produgao predominante
de imunoglobulinas antigeno-especificas do isétipo IgG1 sobre o is6tipo 1gG2.
Os mecanismos induzidos foram similares de resposta imune ao de uma
proteina integra recombinante ou natural, chegando inclusive a conferir
imunidade protetora (PATARROYO e GONZALEZ-LOMBANA, 2004).

Outras pesquisas testaram um modelo de liberacdo lenta em
microesferas biodegradaveis PLGA (poliésteres derivados dos acidos laticos e

glicdlico) e avaliaram a resposta imune de bovinos vacinados. Os resultados
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revelaram que as microesferas PLGA mostram-se viaveis para serem utilizadas
como sistema de liberacdo para este peptideo, entretanto, a saponina
potencializou melhor resposta imune do peptideo SBm7462, tendo sido
também esta resposta mais precoce (SALES-JUNIOR et al, 2005).

2.5 Estudos Genéticos com o R. (B.) microplus

O avanco de técnicas de biologia molecular providencia ferramentas
para compreender muitas questdes bioldgicas e esses métodos estdo sendo
aplicados em varias pesquisas na area de parasitologia (SANGSTER et al.,
2001). Muito do sucesso na prevencdo e controle de doencas parasitarias
advém do melhor conhecimento das interagcdes hospedeiro-parasita, de
estudos genémicos, de proteomas e uso da bioinformatica (PRICHARD e TAIT,
2001; KRASKY et al., 2006; KRASKY et al., 2006).

O R. (B.) microplus possui 10 pares de cromossomos autossomos e
mais um cromossomo X em machos e dois cromossomos X em fémeas
(HILBURN et al., 1989). O tamanho do genoma e organizacdo do DNA do R.
(B.) microplus foram estudados por ULLMANN et al. (2005), definindo-se que
esse carrapato possui 7,5 pg (7,1 x 103 Mbp) de DNA por célula, sendo 30% de
regides unicas, 38% de DNA moderadamente repetido, 31% altamente repetido
e 0,82% organizado em tandem. Um projeto para realizar o sequenciamento de
todo o genoma dessa espécie e suas implicaces ja € discutido, atento para
que estudos gendmicos, além de guiar a busca por medidas modernas de
controle, sdo promissores para elucidacéo e uso de biomoléculas em Medicina
Humana (GUERRERO et al., 2006; WILLADSEN, 2006).

As construcdes de livrarias de cDNA permitem a identificacdo e o estudo
do genoma de organismos. Diversas livrarias de cDNA de R. (B.) microplus
vém contribuindo para importantes caracterizacdes dessa espécie. Utilizando-
se da analise dos padrOes de expressdo dos genes por meio de expressed
sequence tags (ESTs), pesquisadores identificam genes do R. (B.) microplus.
Alguns homélogos com outras espécies, outros exclusivo do carrapato. Esse
tipo de pesquisa trouxe informacdes de genes envolvidos com a resisténcia
(CRAMPTON et al., 1998; GUERRERO et al., 2005).
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Nova técnica denominada expression library immunization (ELI) em
combinacdo com a andlise de EST vem sendo utilizada para identificacdo de
antigenos candidatos a vacinas contra carrapatos (ALMAZAN et al., 2003).
Analises protedmicas também ja contribuem para essa revolugcdo entomolégica
(UNTALAN et al., 2005).

A identificagdo e amplificacdo por reacdo em cadeia de polimerase
(PCR) do loco de microsatélites, que se mostraram pleomorficos no R. (B.)
microplus, possui potencial de ser usado para identificar distintas linhagens
desse parasita, oriundos de varias localidades (CHIGAGURE et al., 2000).
Genes associados ao complexo maior de histocompatibilidade (MHC) de
bovinos foram associados com infestacdo de carrapatos, a partir de estudos de
polimorfismo em microssatélites classe Il (ACOSTA-RODRIGUEZ et al., 2005).

Comparacdes entre sequéncias de acidos nucléicos e deducdo de
aminoéacidos, assim como analises estruturais e filogenéticas de genes de R.
(B.) microplus com outras espécies de carrapato confirmam similaridade ou
mostram proximidade entre as mesmas (BEATI e KEIRANS, 2001; DE VOS et
al., 2001; MURRELL et al., 2001; PIPANO et al., 2003; DA SILVA VAZ-Jr. et al.,
2005; DE LA FUENTE et al. 2006).

A variacdo gendmica dentro de uma espécie possui grande impacto.
Quando referida a um parasita, essa situacao remete principalmente para a
mudanca de seu status epidemiolégico e dificuldade de seu controle. Sao
varios os trabalhos tentando identificar polimorfismo genético do R. (B.)
microplus. A mutacdo de apenas um aminoacido ou de um nucleotideo pode
representar resisténcia do carrapato frente a diferentes bases quimicas de
carrapaticidas (HERNANDEZ et al., 2000; GUERRERO et al., 2001).

Num mesmo estado do Brasil (Rio Grande do Sul), usando trés
diferentes sondas de cDNA por meio da técnica de RFLP (Polimorfismo de
Tamanho em Fragmentos de Restricdo), PASSOS et al. (1999) identificou
variabilidade genética no carrapato R. (B.) microplus.

Em amostras da Australia, Cuba, México, Venezuela e Argentina,
observou-se variabilidade na sequéncia de aminoacidos da proteina Bm86 e
esse polimorfismo pode estar associado a menor susceptibilidade dos
carrapatos frente a rBM86 (GARCIA-GARCIA et al., 1999; GARCIA-GARCIA et
al., 2000; DE LA FUENTE et al., 2000; WILLADSEN, 2004).
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SOSSAI et al. (2005) analisou polimorfismos no gene da proteina Bm86
de populacbes de R. (B.) microplus proveniente de regides geograficamente
distintas. Foram feitas amplificacbes, clonagens e sequenciamentos de
fragmento do gene bm86 compreendido entre os nucleotideos 278 — 1071, com
0 objetivo principal de se avaliar a conservacao genética do peptideo 4824,
integrante do imundgeno SBm7462. Entre as amostras avaliadas do carrapato,
foram reveladas variacdes do locus do gene bm86. Entretanto, a sequéncia de
aminoéacidos do peptideo mostrou-se conservada entre essas populacoes.

Com o intuito de identificar a existéncia de variabilidade genética das
porcbes 4822 e 4823, completando assim a andlise dos determinantes
imunogénicos da vacina sintética SBm7462, € necessario o estudo da
conservacao genética desses epitopos para se obter as bases moleculares
cientificas da eficiéncia da vacina sintética sobre as diferentes populacées do

parasito.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Estimar a conservacdo na sequéncia nucleotidica do gene bm86 entre
populacdes de Rhipicephalus(B.) microplus provenientes de diferentes regides

brasileiras e outros paises sul-americanos.

3.2 Objetivos especificos

1. Amplificar, clonar e sequenciar as regides compreendidas entre o0s
nucleotideos 39 a 438 e 839 a 1600, do gene bm86;

2. Determinar a variacdo de nucleotideos e de aminoacidos das proteinas
Bm86 e Bm95 compreendidos respectivamente entre os nucleotideos 39 a
438 e 839 a 1600, entre populacdes de R. (B.) microplus;

3. Verificar a identidade das sequéncias de DNA e peptidicas de R. (B.)
microplus com outras espécies de carrapatos, por meio do alinhamento com
sequéncias depositadas em banco de dados;

4. Determinar a conservacao das sequéncias peptidicas 4822 e 4823 entre as

populacdes de R. (B.) microplus analisadas.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Local

A maior parte do experimento foi desenvolvida no Laboratério de
Biologia e Controle de Hematozoarios e Vetores (LBCHV) e no Laboratorio
Virologia Molecular Animal (LVMA), ambos localizado no BIOAGRO, na
Universidade Federal de Vicosa (UFV). As amostras foram sequenciadas no
Laboratorio de Genética Molecular, da Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (Embrapa) Gado de Leite e no Laboratério de Gendmica,

localizado no BIOAGRO, também na Universidade Federal de Vigosa.

4.2. Obtencéao de carrapatos
O Laboratério de Biologia e Controle de Hematozoarios e Vetores,

LBCHYV, possui um banco do parasita R. (B.) microplus, com amostras de RNA,

estocado em freezer -70°C, e de amostras de carrapatos (ovos embrionados,
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larvas e adultos) provenientes de distintas regides geograficas, mantidos in vivo
ou estocados em freezer -20°C.

O presente estudo analisou 26 amostras de diferentes regides brasileiras
e de outros paises latino-americanos (tabela 1).

As teledginas (fémeas ingurgitadas) que foram adquiridas vivas, foram
incubadas para obtencéo de larvas, em estufa Incubadora B.O.D., modelo 347-
CD microprocessada nas seguintes condi¢cdes: aproximadamente 28°C e 80%
de umidade relativa (condi¢cdes Otimas para oviposicdo da fémea). Os ovos
foram coletados nas primeiras 48 horas. Apdés, em média, 15 dias 0s ovos
eclodiram liberando larvas, amostras foram aliquotadas e conservadas em
nitrogénio liquido. As outras amostras obtidas que estavam conservadas em
alcool 70% foram lavadas com agua deionizada, secas e também estocadas
em nitrogénio liquido.

Tabela 1 — Descricdo das 26 populagbes de R. (B.) microplus utilizadas para analise
de polimorfismos nucleotideos e peptidicos no gene bm86.

Amostra Municipio Estado Pais
Betim Betim Minas Gerais Brasil
BoaE Boa Esperanca 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 Sao Paulo Brasil
Jaboti Jaboticabal Sao Paulo Brasil
Scarlos Sao Carlos Sao Paulo Brasil
Goiania Goiania Goias Brasil
Queren Queréncia Mato Grosso Brasil
Coeste Colorado do Oeste Rondbnia Brasil
Itaqui 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 das Caraibas Cérdoba Colémbia
PDV Palma Del Vino Cundinamarca Colémbia
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4.3 Extracdo do RNA total de R. (B.) microplus

Para as amostras que ndo estavam estocadas no banco do laboratério
ou se essas estavam estocadas, mas encontravam-se degradas, realizou-se a
extracdo do RNA (&cido ribonucléico) total.

Durante a manipulagcdo do RNA, uma série de cuidados foi seguida
visando a integridade do material. A agua e todas as solu¢des-estoques foram
tratadas direta ou indiretamente com dietilpirocarbonato (DEPC). E toda
vidraria e demais materiais utilizados foram separados para a manipulagéo.

O RNA de R. (B.) microplus foi extraido utilizando-se o reagente Trizol®
(Invitrogen®) obedecendo a recomendac¢des do fabricante, acrescida de
algumas modificacdes.

Aproximadamente 100 mg de larvas ou meia teledgina foram maceradas
dentro de tubos de polipropileno de 1,8 ml com o auxilio de uma ponteira de
vidro autoclavada e livre de RNAse, em nitrogénio liquido, até a formacéo de
um fino pé.

Cada tubo recebeu 250 ul de agua milliQ tratada com DEPC e 750 pl do
reagente Trizol®. Apds homogeneizacdo, deixou-se por 5 minutos a
temperatura ambiente. Os proximos passos consistiram na adi¢cao de 200ul de
cloroférmio a cada amostra. Verteu-se por 15 segundos e foram centrifugadas
12000xg por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante, que contém o RNA total, foi
transferido para um tubo limpo e precipitado com 1 ml de isopropanol, overnight
a — 20°C. No dia seguinte, as amostras foram centrifugadas por mais 15
minutos a 12000xg a 4°C. Os precipitados formados foram lavados duas vezes
com 1 ml de etanol 75%, nova centrifugacdo a 9000 x g durante 10 minutos, e
secos por 30 minutos a temperatura ambiente. Finalizando, as amostras foram
ressuspendidas em 20 pl de agua milliQ tratada com DEPC e colocadas
durante 10 minutos em banho-Maria, na temperatura de 55°C ou até a
dissolucéo dos precipitados. O armazenamento das amostras, até 0 momento
de uso, foi feito em freezer —70°C.

Para determinar a qualidade do RNA, as amostras foram analisadas em
gel de agarose 1,2% corado com brometo de etideo. As concentracdes e 0
grau de pureza também foram determinados por espectrofotometria nos

comprimentos de onda 260 e 280 nm.
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4.4 Tratamento das amostras com DNAse

Visando garantir a qualidade e a pureza das amostras foi realizado
tratamento com a enzima DNAse (Promega®). Para cada amostra de RNA de
5 a 10ug, adicionou-se 10ul de tampédo 10X RQ1DNAse (Promega®), 10ul de
DTT 100mM, 1 U de RQ1 RNAse-free DNAse para cada pg de RNA e agua
DEPC em guantidade suficiente para 100ul.

Em seguida cada tubo foi incubado a 37°C, por 45 minutos em banho-
maria. E o RNA foi novamente extraido com Trizol® segundo o protocolo
anterior. O precipitado final formado, depois de lavado com 500ul de etanol
70% livre de RNAse, foi seco e ressuspenso com aproximadamente 20ul de
agua DEPC.

4.5 Sintese de cDNA por RT (Transcriptase Reversa)-PCR (Reacdo em

Cadeia de Polimerase)

A sintese da primeira fita de cDNA (&cido desoxirribonucléico
complementar) utilizou o Kit SuperScript™ First-Strand Synthesis for RT-PCR
(Invitrogen®) em termiciclador GeneAmp 9700 (Applied Biosystems). Na
primeira etapa, 5 ng de RNA total foram adicionados a 1ul de oligo d(T) (10mM)
com um volume de 4gua DEPC suficiente para completar 12 ul em tubos de 0,2
ml. A reacdo foi incubada a 70°C por 10 minutos e posteriormente a 4°C por 2
minutos.

Num segundo momento, 7 ul do mix contendo 2 ul do tampéo RT 10X; 2
pl de MgCl, (25 mM); 1 pl de dNTP (10 mM) e 2 ul de DTT (0,1 M) foram
adicionados em cada tubo e incubados por 42°C por 5 minutos. Em seguida,
0,5 pl (2,5U) da enzima SuperScript™ Il RT foram adicionados em cada tubo,
homogeneizados e incubados a 42°C por 50 minutos e a 70°C por 15 minutos,
finalizando com um banho de gelo por 2 minutos.

Na ultima etapa da reacéo foi realizado um tratamento com 0,5 ul de
RNAse H (10mM) por 20 minutos a 37°C com a finalidade de degradar as fitas

de RNA complementares ao cDNA, deixando apenas as fitas de cDNA no
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produto final. Estes foram estocados a —20°C em tubos de polipropileno de 1,6

ml até o momento do uso.

4.6 Reacado em Cadeia de Polimerase com cDNA de R. (B.) microplus

Foram feitos dois pares de iniciadores diretos e reversos (primers
forward e reverse) para flanquear as regides do gene bm86 (cepa Yeerongpilly)
compreendidas entre os nucleotideos 839 a 1600 (fragmento C), que contém a
sequéncia que codifica o peptideo 4822, e entre os nucleotideos 39 a 438
(fragmento A), contendo a sequéncia que codifica o peptideo 4823 (Tabela 2).
Os desenhos desses primers foram feitos através do software Primer3
(http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi), e sua sintese pela
Invitrogen®.

Os fragmentos de DNA (acido desoxirribonucléico) desejados foram
amplificados por PCR utilizando-se cDNA de R. (B.) microplus. As reacdes para
os dois fragmentos estéo representadas na tabela 2. Utilizou-se Plantium® Taq
DNA Polimerase. Para completar um volume final de 25ul acrescentou-se agua
milliQ autoclavada. Em todas as reacgOes utilizou-se controle negativo,

utilizando-se agua no lugar de cDNA, verificando-se possiveis contaminacgdes.

Tabela 2 - ReagBes em cadeia de polimerase para os fragmentos A e C.

REACAO Frag.A Frag.C

PCR buffer 10x  2,5ul 2,5ul
MgCI2 50mM 1,25l 1,25ul
dNTP 2,5mM 3,0ul 3,0ul
DNA 2,0ul 2,5ul
Taq 0,5ul 0,5ul
Primer R 10mM  1,5pl 1,0pl
Primer L 10mM 1 54 1,0ul
H20 12,75ul 13,25l
Vol./reacdo 25ul 25pl
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http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi)

Todas as reacdes foram definidas com uma temperatura inicial de
desnaturacado de 94°C por 2 minutos, seguido de 40 ciclos de 94°C por 30
segundos; 56°C por 90 segundos e 72°C por 60 segundos para extensao das
fitas pela Tag DNA polimerase. Ao final dos ciclos foi realizada uma extenséo
final de 7 minutos a 72°C.

Cada amostra teve seu volume multiplicado por trés, totalizando 75pul de
volume finaL amplificado. Depois de amplificados, as amostras de DNA foram
acrescidas de 12 pul de corante tipo IV 4X (0,25% bromofenol blue e 40%
sacarose) e aplicados em gel de agarose de alta resolu¢do 1%, corado com
brometo de etideo, na voltagem de 90 volts em cuba de eletroforese horizontal,
tendo TBE (Tris-borato 0,09M e EDTA 0,002M) como tampao de corrida. Com

o auxilio de padréao de peso molecular, identificou-se a banda de interesse.

Tabela 3 — Sequéncias dos primers utilizados para amplificagfes dos fragmentos.

Primers Sequéncias 5 — 3’

A forward GGCATCGCTTTGTTCGTC

A reverse CACCACAGTCACACGTTGC
C forward TCGTGTGCAGAAAGGAACTG
C reverse TTAGTGTCTGGTGGGCATTG

4.7 Purificacdo dos fragmentos de DNA de géis de agarose

A extracdo da banda de interesse do gel de agarose foi necessaria
devido ao aparecimento de amplificacdes inespecificas. Apos a eletroforese, a
banda de interesse e outra banda de tamanho distinto foram detectadas no gel
de agarose 1%, principalmente quando utilizado os primers A. Utilizou-se o kit
Wizard® SV Gel and PCR Clean-up System (Promega®) nessa etapa do
experimento.

Quando se trabalhou com os primers C, a banda no gel de tamanho de
762 pb foi excisada sob luz ultravioleta, com auxilio de uma lamina de bisturi e
condicionada em tubos de 1,8 ml identificados com o nome da amostra e

pesados. Nas amplificagbes com os primers A, a banda no gel de
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aproximadamente 400 pb foi excisada da mesma maneira descrita
anteriormente.

Para cada 1 mg de gel extraido, 1 pl de solugdo de ligagdo de
membrana, fornecida pelo kit, foi adicionada. As amostras foram incubadas em
banho-maria a 60°C até completa dissolucdo do gel, nunca ultrapassando 15
minutos. As solucdes foram transferidas para mini-colunas e incubadas por 1
minuto em temperatura ambiente. Os conjuntos formados pelos tubos coletores
e mini-colunas foram centrifugados por 1 minuto a 10.000xg em
microcentrifuga descartando-se os liquidos residuais.

Em cada mini-coluna foram adicionados 700 ul da solucdo de lavagem
de membrana e submetida a centrifugacdo por mais 1 minuto a 10.000xg. Os
liquidos residuais foram descartados. Realizou-se nova lavagem com 500 pl de
solucéo. Centrifugou-se por 5 minutos a 10.000xg.

As mini-colunas foram transferidas para tubos novos de 1,8 ml e foram
adicionados 20 pl de agua milliQ livre de nuclease. Apos incubacdo por 1
minuto em temperatura ambiente e centrifugacao por 10.000xg por 1 minuto, 0s
liguidos residuais com os fragmentos de DNA que foram separados no gel de
agarose foram estocados a -20°C até o momento do uso para reacao de

ligacdo em vetor plasmidial.

4.8 Producdao de Células Ultra-competentes DH5a

As células hospedeiras Escherichia coli linhagem DH5a utilizadas para
clonagem nesse trabalho foram feitas de acordo com INOUE et al. (1990).

A linhagem de E. coli DH5a foi ativada em placa contendo meio LB
soélido (10 g de Triptona; 10 g de NaCl; 5 g de Extrato de Levedura; 1,5% de
agar e agua milliQ g.s.p. 1000 ml) sem antibidtico. Cinco colonias foram
inoculadas em 150 ml de meio SOB (3g de Triptona; 0,759 de extrato de
levedura; 0,075 g de NaCl; 1,5 ml de KCI 0,25 M; 0,75 ml de MgSO4 2 M; 150
ul de NaOH 5 M; e agua destilada em quantidade suficiente para 150 ml, com
agua destilada) em Erlenmeyer de 500 ml. As coldnias foram crescidas a 18°C

sob agitacao 150xg até atingir uma OD600 aproximadamente de 0,6.
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Apos atingir a OD desejada, a cultura foi transferida para dois tubos de
polipropileno de 50 ml, mantida no gelo por 10 minutos e centrifugada a
2.000xg por 20 minutos a 4°C. ApoOs o descarte do sobrenadante os pellets
foram ressuspendidos gentiimente em 15 ml de TB gelado [(10 mM de Pipes;
15 mM de CaCl; e 250 mM de KCI pH 6.7) mais 55 mM de MnCl;] e incubados
no gelo por 10 minutos. Posteriormente, juntando os dois volumes em um Unico
tubo, nova centrifugacdo a 1000xg por 10 minutos foi realizada e o pellet
ressuspendido em 8 ml de TB gelado enriquecido com 7% de DMSO e
incubado no gelo por mais 10 minutos. As células foram aliguotadas em volume
de 200 pl, congeladas em nitrogénio liquido e armazenada a -70°C.

A eficiéncia da transformacéo das E. coli DH5a foi calculada por meio da
transformacao com o plasmideo puC18. Para realizacdo desse calculo, 0,2 ng
do vetor pUC18 foi utilizado para transformar 200 pl de células competentes em
800 ul de meio SOC (2g de Triptona; 0,5 g de extrato de levedura; 0,05 g de
NaCl; 1 ml de KCI 0.25 M; 0,5 ml de MgSO4 2 M; 10 ul de NaOH 5 M; 2 ml de
glicose 1M; completar para 100ml com agua deionizada). Assim a
concentracéo final do vetor é de 0,0002 ng/ul. O protocolo de transformacao foi
0 mesmo utilizado para o vetor pGEM-T®.

ApoOs incubacao por 16 horas em estufa a 37°C, a placa foi dividida em
quatro quadrantes onde se contou o numero de colénias de um quadrante,
multiplicando o valor encontrado por quatro, obtendo-se a quantidade final de
colénias. O calculo da eficiéncia foi realizado pela divisdo do numero total de
colénias (UFC) pela concentracdo do clone plagueado obtendo-se uma

eficiéncia de 6 x 10° UFC/ng do vetor.

4.9 Clonagem de Fragmentos com Extremidades Coesivas

A clonagem do DNA extraido do gel foi realizado por meio do kit
comercial pPGEM® - T Easy Vector Systems (Promega®). Esse vetor é
preparado pelo corte do pGEM®-T Easy Vector com a enzima de restricdo
EcoR V e adi¢ao nas extremidades 3’ de uma timina. Isso aumenta a eficiéncia
de ligacdo do produto de PCR dentro do plasmideo, pois as polimerases

termoestaveis frequentemente adicionam uma simples desoxiadenosina no
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final 3 do fragmento amplificado e que impede a sua re-circularizacdo. O
processo é dividido em etapas. Na primeira, processa-se a reacao de ligagao.
E em seguida, a reacao de transformacao, a partir da qual os procedimentos
foram realizados em capela de fluxo laminar.

As reac0Oes de ligacao foram realizadas em tubos de 0,6 ml com 2,5ul de
2X Rapid Ligation Buffer, 0,5 pl (25 ng) de pGEM® - T Easy Vector, 0,8 ul (50
ng) do produto de PCR, 0,5 pl de T4 DNA ligase e 0,2 ul de agua milliQ
autoclavada. As reacbes depois de homogeneizadas por pipetagem foram
mantidas a 16°C durante 12 horas com o objetivo de se alcancar maior
eficiéncia de ligacao.

Para a reacdo de transformacao, retiraram-se os tubos com as células
competentes do freezer -70°C e as mesmas foram descongeladas em banho
de gelo. Cada tubo recebeu 5 pl da reacdo de ligacdo, foi homogeneizado
lentamente e mantido no gelo por trinta minutos. Em seguida, as células foram
submetidas a choque térmico, primeiro colocadas a 42°C por 90 segundos e,
em seguida, a 4°C por 2 minutos. Adicionou-se 800 ul de meio SOC e
permaneceu por 1 hora a 37°C, por 180xg em agitador.

Placas de Petri com meio LB s6lido com 100ug/ml de ampicilina, 100 pl
de IPTG (100mM) e 20 ul de X-gal (50 mg/ml) foram semeadas com 100 pl de
células transformadas. As placas foram fechadas, vedadas com filme plastico,
invertidas e mantidas em estufa, a 37°C durante 17 horas.

As colGnias portadoras do fragmento de interesse foram identificadas
pela coloracé@o da coldnia e pela técnica de PCR de colbnias. A cor branca que
a colbnia positiva adquire esta relacionada a possibilidade ou ndo da E. coli
degradar a galactosidase. As colbnias brancas contém o inserto adicionado ao
plasmideo, interrompendo o gene responsavel pela sintese de (3-galactosidase,
enzima capaz de degradar o acucar X-gal e dar cor azul as colbnias negativas.

O teste de PCR de colbnia foi constituido por 1X de PCR buffer 10X (100
mM Tris-HCI pH 8.4; 500 mM KCI); 2,0 mM de MgCl,; 0,3 mM de dNTPs; 1,5 U
de Tag DNA Polimerase e 0,4 puM dos primers M13 forward (5
GGTGTAAAACGACGGCCAGT 3) e M13 reverse (5 —
CAGGAAACAGCTATGACC - 3’) e agua milliQ autoclavada para completar um
volume final de 25 pl. As reagdes foram submetidas a 94°C por 10 minutos,

para rompimento das células e desnaturacédo inicial do molde; 35 ciclos
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sucessivos a 94°C por 30 segundos; 55°C por 60 segundos e 72°C por 60
segundos e uma extenséo final a 72°C por 7 minutos. Em gel de agarose 1%,
selecionaram-se as colonias com aproximadamente 800 pb para o fragmento C

e de aproximadamente 400 pb para o peptideo A.

4.10 Crescimento bacteriano em meio liquido e estoque dos clones

As colbnias que tiveram o fragmento inserio, denominadas de positivas,
foram crescidas em meio LB liquido (10 g de Triptona; 10 g de NaCl; 5 g de
Extrato de Levedura e agua milliQ g.s.p 1000 ml) com 100 pg/ml de ampicilina).
Com o auxilio de uma alca de platina, em capela de fluxo laminar e bico de
Bunsen, as colbnias positivas foram transferidas para tubos devidamente
identificados. Em seguida colocadas no agitador com rotacao de 180xg a 37°C
por 13 horas, em média.

Para cada amostra, quatro clones de E. coli DH5a contendo o fragmento
de interesse foram estocados em aliquotas com 10% de glicerol (Sigma®).
Apds homogeneizacdo, foram congelados em nitrogénio liquido (-196°C) e

transferidos para o freezer — 70°C.

4.11 Extracao de DNA plasmidial

O Kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega®)
foi utilizado na extracdo do DNA plasmidial. Realizou-se a extracdo de dois
clones independentes para cada amostra, visando descartar possiveis erros.

Os tubos com culturas de E. coli DH5a transformadas foram
centrifugados a 10.000xg por 5 minutos e o sobrenadante resultante foi
descartado. Adicionou-se 250 pl de solucdo de ressuspensdo celular e o
precipitado foi dissolvido delicadamente até alcangcar completa
homogeneizacdo da solucdo. Esse conteudo foi transferido para tubo de

polipropileno de 1,8 ml e acrescidos de 250 pl da solucdo de lise celular.
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Inverteram-se os tubos, delicadamente, por quatro vezes e incubou-se até
clarear a suspensao (por no maximo cinco minutos).

Cada tubo recebeu, em seguida, 10 pl de solugcdo de Protease Alcalina,
homogeneizando-se por quatro inversdes suaves e incubacdo em temperatura
ambiente por 5 minutos. Apés adicao de 350 pl da solucdo de neutralizacéo por
tubo e nova inversao de quatro tempos, finalizou com centrifugacéo a 14.000xg
durante 10 minutos a temperatura ambiente.

O sobrenadante com o DNA foi transferido para mini-colunas associadas
a tubos coletores. Centrifugou-se por 1 minuto a 14000xg. Descartou-se o
produto dos tubos coletores e lavaram-se as mini-colunas com 750 pl da
solucdo de lavagem. Apés nova centrifugacdo por mais um minuto, repetiu-se o
altimo passo com 250 pl da solucdo de lavagem e mais 2 minutos de
centrifugacao.

Os DNAs foram ressuspendidos em 50 pl de agua livre de nuclease, em
tubos novos e centrifugados por 1 minuto a  14000xg.

As amostras foram quantificadas por meio de espectrofotometria e
eletroforese em gel de agarose. As mesmas foram estocadas em caixas crio-

protetoras a -20°C até o sequenciamento.

4.12 Sequenciamento

As amostras foram sequenciadas no sequenciador automéatico
MegaBACE 1000 (Amersham Biosciences) pelo método enzimatico descrito
por SANGER et al. (1977). Utilizando-se o Dyenamic ET Dye Terminator Cycle
Sequencing Kit e instrugbes do mesmo, como referéncia no preparo das
amostras.

Para cada amostra de R. (B.) microplus dois clones de cada fragmento
foram sequenciados. Cada clone foi sequenciado quatro vezes, foram feitas
duas reacdes utilizando-se o primer M13 forward e duas com o M13 reverse.
Considerando dois clones seqiienciados quatro vezes, para cada fragmento
das vinte seis amostras, totalizaram-se quatrocentos e dezesseis

sequenciamentos para analise.
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As reacdes de sequenciamento foram realizadas em placas de 96
“‘wells”. Cada reacdo de sequenciamento foi constituida de 4ul de sequencing
reagent premix; 1ul de primer (5 pmoles); de 0,2 a 2 ng de DNA, sendo o
méximo de 5 ul; e 4gua para completar o volume de 10ul. As reacbes de
amplificacdo foram conduzidas pela amplificacdo linear por PCR, usando o
termociclador Perkin Elmer 9600, programado com 4 minutos a 94°C; 25 ciclos
de 94°C por 0,2 minuto, 50°C por 0,15 minuto e 60°C por 1 minuto; finalizando
a 4°, overnight.

As reacdes foram precipitadas com isopropanol, cada reacdo foi
acrescida de 20 pl de isopropanol 80%. Apos bem misturadas, foram
centrifugadas por 30 minutos a 2500xg. O sobrenadante foi removido,
invertendo-se a placa e centrifugando a mesma por 1 minuto, 300xg. Lavou-se
o pellet com 45ul de etanol 70% e centrifugou-se brevemente. O sobrenadante
foi novamente removido e o pellet seco por 5 minutos a 20°C.

Para ressuspender os pellets, cada amostra recebeu 10ul de
MegaBACE Loading Solution e foi completamente dissolvido quando
vigorosamente agitado em vortex, por 10 a 20 segundos. Centrifugaram-se
brevemente as amostras para coleta-las no fundo do tubo e retirar as bolhas.
As amostras foram aquecidas a 96°C antes da injecdo para a corrida no
MegaBACE1000.

4.13 Andlise de dados

As reacgdes de sequenciamento foram estudadas e analisadas por
programas computacionais. O programa Segman do pacote DNASTAR
(DNASTAR Inc.) foi utilizado para comparar os esferogramas com as
sequéncias 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 sequéncias nucleotidicas com dedug¢do dos aminoécidos
correspondentes. Foram feitas buscas por similaridade, utilizando-se BLAST ou
Basic Local Alinhament Sequence Tool (ALTSCHUL et al., 1990), com

sequéncias armazenadas no GenBank™.
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A analise de polimorfismo nas sequéncias nucleotidicas e de
aminoacidos deduzidos foram realizadas manualmente. Os valores foram
transferidos para planilhas e a partir dessas foi determinado a percentagem de
polimorfismo de cada populagédo em relagéo aos genes bm86 e bm95.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Polimorfismos no gene bm86 e bm95

Esse trabalho estudou vinte e seis amostras de carrapatos R. (B.)
microplus com uma representatividade satisfatéria de distintas regides
brasileiras e ainda de alguns paises sul-americanos para avaliacdo do
polimorfismo nucleotideo e peptidico da proteina intestinal Bm86 e da Bm95,
gque possuem dezessete aminoacidos diferentes entre si. Dessa forma, o
estudo englobou amostras de diferentes populacdes submetidas naturalmente
a forcas seletivas distintas. A observacdo da origem geografica é importante,
pois se considera que grandes contrastes climaticos e demais diferencas
geograficas influenciam fortemente na dindmica de uma populagdo de
carrapato, variacbes genéticas podem ocorrer e serem selecionadas
positivamente, originando variabilidade genética entre populagbes (BAXTER e
BARKER, 1998; PASSOS et al. 1999, HERNANDEZ et al., 2000; GARCIA —
GARCIA et al.,1990 e 2000; DE LA FUENTE et al.,2000; SUTHERST e
BOURNE, 2006).

Segundo GUERRERO et al. (2006), comparacdes genémicas oferecem

a perspectiva de novas inferéncias em muitos aspectos da biologia de
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carrapatos, como a maior ou menor sensibilidade frente a um farmaco ou a
efetividade de vacinas em determinada populacao.

A variacdo de sequéncias dentro do lI6cus Bm86 remete, entre outros
fatores, para menor efetividade de vacinas recombinantes derivadas das
proteinas Bm86 e Bm95 em populacdes distintas do R. (B.) microplus.
(GARCIA-GARCIA et al., 1999 e 2000). SOSSAI et al. (2005) avaliaram o
polimorfismo no gene bm86 de 30 populacdes geograficamente distintas,
analisando um fragmento que incluia o epitopo 4824, integrante da vacina
sintética SBm7462. O objetivo do presente trabalho constituiu em avaliar mais
dois fragmentos que englobassem os epitopos 4823 e 4822, fechando a
analise completa da SBm7462.

O trabalho analisou 52,2% de nucleotideos da sequéncia completa das
proteinas Bm86 e Bm95, sendo deduzidos, respectivamente, 59,4% e 67,8%
dos aminoécidos. Das vinte e seis populacdes estudadas, vinte sdo comuns ao
trabalho de SOSSAI et al. (2005), que analisou um fragmento de 794 pares de
bases, compreendidos entre os nucleotideos 278 a 1071. Somadas essas
analises, verifica-se que 80% da proteina Bm86 e 91,38% da Bm95 foram

seqlenciados e avaliados quanto ao polimorfismo genético (figura 2).

MRGIALFVAAVSLIVEGTAESSICSDFGNEFCRNAECEVVPGAED
DFVCKCPRDNMYFNAAEKQCEYKDTCKTRECSYGRCVESNPS
KASCVCEASDDLTLQCKIKNDYATDCRNRGGTAKLRTDGFIGA
TCDCGEWGAMNMTTRNCVPTTCLRPDLTCKDLCEKNLLQRDS
RCCQGWNTANCSAAPPADSYCSPGSPKGPDGQCINACKTKEAG
FVCKHGCRSTGKAYECTCPSGSTVAEDGITCKSISHTVSCTAEQ
KQTCRPTEDCRVHKGTVLCECPWNQHLVGDTCISDCVDKKCH
EEFMDCGVYMNRQSCYCPWKSRKPGPNVNINECLLNEYYYTV
SFTPNISFDSDHCKWYEDRVLEAIRTSIGKEVFKVEILNCTQDIK
ARLIAEKPLSKHVLRKLQACEHPIGEWCMMYPKLLIKKNSATE
IEEENLCDSLLKDQEAAYKGQNKCVKVDNLFWFQCADGYTTT
YEMTRGRLRRSVCKAGVSCNENEQSECADKGQIFVYENGKAN
CQCPPDTKPGEIGCIERTTCNPKEIQECQDKKLECVYKNHKAECECPDDHEC
YREPAKDSCSEEDNGKCQSSGQRCVIENGKAVCKEKSEATTAATTTTKAKDKD
PDPGKSSAAAVSATGLLLLLAATSVTAASL (a)

MRGIALFVAAVSLIVEGTAESSICSDFGNEFCRNAECEVVPGAED
DFVCKCPRDNMYFNAAEKQCEYKDTCKTRECSYGRCVESNPS
KGSCVCERSDDLTLQCKIKNDYATDCRNRGGTAKLRTDGFIGA
TCDCGEWGAMNKTTRNCVPTTCLRPDLTCKDLCEKNLLQRDS
RCCQGWNTANCSAAPPADSYCSPGSPKGPDGQCKNACRTKEA
GFVCKHGCRSTDKAYECTCPSGSTVAEDGITCKSISYTVSCTVE
QKQTCRPTEDCRVQKGTVLCECPWNQHLVGDTCISDCVDKKC
HEEFMDCGVYMNRQSCYCPWKSRKPGPNVNINERLLNEYYYT
VSFTPNISFDSDHCKRYEDRVLGAIRTSIGKEVFKVEILNCTQDI
KARLIAEKPLSKYVLRKLQACEHPIGEWCMMYPKLLIKKNSAT
EIEEENLCDSLLKNQEAAYKGQNKCVKVDNLFWFQCADGYTT
TYEMTRGRLRRSVCKAGVSCNENEQLECANKGQICVYENGKA
NCQCPPDTKPGEIGCIERTTCNPKEIQECQDKKLECVYKNHKAECKCPDDHE

CSR (b)

Figura 2. Segmento das proteinas Bm86 (a) e Bm95 (b) que ja foram avaliadas
guanto ao polimorfismo genético, destacado em negrito.
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Duzentos e oito clones foram estocados no freezer -70°C, sendo oito de
cada populagéo, quatro correspondendo ao fragmento A e quatro ao C. Desse
total, cingienta e dois clones do fragmento A foram sequenciados duas vezes
e analisados e o0 mesmo valor numérico para o fragmento C, isto €, quatro
clones para cada amostra, dois representando cada fragmento. Totalizou-se
34 sequéncias diferentes de nucleotideos e 32 de aminoacidos do fragmento A
e 31 sequéncias de nucleotideos que codificaram 29 sequUéncias de
aminoéacidos do fragmento C.

As variacdes de nucleotideos para o fragmento A apresentaram valores
minimos de 1,0% quando comparadas as proteinas Bm86 e Bm95 e valores
maximos de 5,75% e 6,0% para as mesmas proteinas, nessa ordem. As
variacbes de aminoacidos situaram-se entre 1,5% e 4,51% com relacdo a
Bm86 e de 2,26% a 6% para a Bm95 (Tabela 4).

Em relacdo ao fragmento C, as menores variacdes de nucleotideos
foram da ordem de 1,31% e 0,39% e as maiores de 1,97% e 0,79% para as
proteinas Bm86 e Bm95, respectivamente. As variacdes de aminoacidos para a
Bm86 foram de 2,77% a 3,16% e para a Bm95 de 0,79% a 1,98% (Tabela 5).
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Bm86
Bm95
Cara
PDV
BoaE
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Bugre2
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40 50 60 70 80 90 100 110 120
O N e I I
GGCATCGCTTTGTTCGTCGCCGCTGTTTCACTGATTGTAGAGGGCACAGCAGAALCATCCATTTCCTCTCACTTCCGCAACCAGTTCTCT 128
G I AL FVAAVSLTIVEG GTA AESSTITCSUDTFSGNTETFC
........................................................................................ 128
G I AL FVAAV SLTIVEG GTA AESSTITCSUDTFSGNTETFC
....................................................................................... 128
G I AL FVAAYV SLTIVETCTA AESZ STICSUDTFSGNTETFC
....................................................................................... 128
G I AL FVAAVSLTIVET CTA AESSTIT CSUDTFSGNTETFC
....................................................................................... 128
G I AL FVAAV SLTIVETCTAESS STIZCSUDTFSGNTETFC
....................................................................................... 128
G I AL FVAAV SLTIVETCTA AESZ STITCSDTFGNTETFC
....................................................................................... 128
G I AL FVAAVSLTIVET¢CTA AESSTITCSUDTFSGNTETFC
........................................................................ Tovivinennnn.o ] 128
G I AL FVAAV SLTIVETCTA AES STITCSUDTFSGNTETFC
....................................................................................... 128
G I AL FVAAV SLIVETCTA AESS STITCSUDZFSGNTETFC
.................................................................................. C.. 128
G I AL FVAAV SLIVETCTA AESS STITCSUDZFSGNTETLC
....................................................................................... 128
G I AL FVAAV SLTIVET CTA AESSTITCSUDTFSGNTETFC
....................................................................................... 128
G I AL FVAAV SLTIVETCTA AESSTITCSDTFSGNTETFC
....................................................................................... 128
G I AL FVAAV SLTIVETCTA AESSTITCSDTFSGNTETFC
.......................... O O [P P 74
G I AL FVAAVSLTIVET¢CTA AESSTITCSUDTFSGNTETFC
.......................... O O [P P 4
G I AL FVAAV SLTIVETCTA AESZ STIOCSUDTFSGNTETFC
....................................................................................... 128
G I AL FVAAV SLTIVETCTA AESS STITCSUDZFSGNTETFC
....................................................................................... 128
G I AL FVAAVSLTIVET¢CTHA AESSTITCSUDTFSGNTETFC
....................................................................................... 128
G I AL FVAAV SLTIVETCTA AESS STIT CSUDTFSGNTETFC
....................................................................................... 128
G I AL FVAAV SLTIVETCTA AESS STITCSDTFSGNTETFC
....................................................................................... 128
G I AL FVAAVSLTIVETCTA AESSTIZTCSUDTFSGNTETFC
....................................................................................... 128
G I AL FVAAV SLTIVETCTA AESZSTITCSUDTFSGNTETFTC
........................................................................ Tevevnnnaa f 128
G I AL FVAAV SLTIVETCTA AESZ STITCSUDTFSGNTETFC
....................................................................................... 128
G I AL FVAAVSLTIVET¢CTA AESSTITCSUDTFSGNTETFC
....................................................................................... 128
G I AL FVAAVSLTIVET CTHA AESSTITCSUDTFSGNTETFC
....................................................................................... 128
G I AL FVAAV SLTIVETCTA AESZ STITCSUDTFSGNTETFC
....................................................................................... 128
G I AL FVAAV SLTIVETCTA ATESS STIT CSTUDTFSGNTETFC
.............................................................. TovevevTovnnoon ) 128
G I AL FVAAV SLTIVETCTA AESS STIZTCSUDTFSGNTETFC
....................................................................................... 128
G I AL FVAAV SLTIVETCTA AESZ STICSDTFGNTETFC
....................................................................................... 128
G I AL FVAAV SLTIVETCTA ATESS STITCSUDZFSGNTETFC
....................................................................................... 128
G I AL FVAAVSLTIVET CTA AESSTIT CSUDTFSGNTETFC
....................................................................................... 128
G I AL FVAAV SLTIVETCTA AESZ STITCSUDTFSGNTETFC
........................................................... PP S 74
G I AL FVAAYV SLTIVETCTA AESS STT CSUDTFSGNTETFC
....................................................................................... 128
G I AL FVAAVSLTIVET¢CTHA AESSTITCSUDTFSGNTETFC
....................................................................................... 128
G I AL FVAAV SLTIVETCTA AESS STITCSDTFSGNTETFC
............................................................... Teveveon Toneano f 128
G I AL FVAAV SLTIVETCTA AESSTIZCSDTFSGNTETFC
........................................................................ Tevivnennnn.o ] 128
G I AL FVAAVSLTIVET¢CTHA AESSTIT CSUDTFSGNTETFC
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129 CGCAACGCTGAATGTGAAGTGGTGCCTGGTGCAGAGGATGATTTCGTGTGCARATGTCCGCGAGATAATATGTACTTCAATGCTGCTGAA 218
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400 410 420 430
T T L e e e I

Bm86 399 CGCACGGATGGGTTTATTGGCGCAACGTGTGACTGTGGTG 438
R T D G F I G A T C D C G

Bm95 300 e e 438
R T Db G F I G A T C D C G

Cara 300 e e 438
R T b G F I G A T C D C G

PDV 300 e e e e e 438
R T bD GG F I G A T C D C G

BoaE 300 e 438
R T b G F I G A T C D C G

Bugrel 399 L A 438
R T D G F I G A T C D C G

Bugre2 300 e e 438
R T Db G F I G A T C D C G

UFV 300 e e e 438
R T Db G F I G A T C D C G

Mucuri 300 e e 438
R T b G F I G A T C D C G

Betim 300 e e e 438
R T b G F I G A T C D C G

MClaros 300 e e 438
R T bD GG F I G A T C D C G

Aracajul 300 e 438
R T D G F I G A T C D C G

Aracaju2 300 e e 438
R T D G F I G A T C D C G

Queren G 438
R T D G F I G A T C D C G

Coeste 300 e e 438
R T Db G F I G A T C D C G

Itaqui 300 e e 438
R T b G F I G A T C D C G

Jaboti 300 e e e 438
R T D G F I G A T C D C G

Guaral 300 e e 438
R T D G F I G A T C D C G

Guara2 300 e 438
R T D G F I G A T C D C G

SCarlosl 300 e 438
R T D G F I G A T C D C G

SCarlos2 399 L A 438
R T Db G F I G A T C D C G

Alegrel 300 e 438
R T Db G F I G A T C D C G

Alegre2 300 e e 438
R T D G F I G A T C D C G

Vnova 300 e e 438
R T D G F I G A T C D C G

SSalto 300 e e e 438
R T bD GG F I G A T C D C G

Tucuruil 300 e 438
R T D G F I G A T C D C G

Tucurui2 300 e e 438
R T Db G F I G A T C D C G

Slivra 399 LT [ A 438
R T Db G V I G A T C D C G

PSul 300 e e 438
R T b G F I G A T C D C G

Auto 300 e e e 438
R T D GG F I G A T C D C G

Mozol 300 e e e e 438
R T b GG F I G A T C D C G

Mozo2 300 e e 438
R T D G F I G A T C D C G

LaPaz 300 e e 438
R T D G F I G A T C D C G

SJosel 300 e 438
R T Db G F I G A T C D C G

SJose2 300 e 438
R T D G F I G A T C D C G

Goiania 300 e e 438
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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 39 ao 438,
denominado fragmento A, e das sequéncias protéicas codificadas dos aminoacidos 3
ao 135 de diferentes populacdes de R. (B.) microplus em comparacdo com as
amostras padres Bm86 (Yeerongpilly) e Bm95 (Cepa A). Os nucleotideos idénticos
ao padrao Bm86 sdo indicados por pontos, os diferentes pelos nucleotideos
correspondentes. Os retangulos indicam a sequéncia correspondente ao peptideo
4823 da vacina sintética SBm7462.

Tabela 4 — Polimorfismos no gene bm86 e proteina Bm86 de R. (B.) microplus.
Fragmento A (nucleotideo 39 ao 438).

Diferencas na Sequéncia Diferencas na Sequéncia
Padrdo Bm86 Padrdo Bm95

Mutacéo Mutacéao Mutacéo Mutacéo

nucleotideos/Total aminoacidos/Total nucleotideos/Total aminoécidos/Total
(%) (%) (%) (%)

Betim 6/400 (1,50) 4/133 (3,0) 5/400 (1,25) 4/133 (3,0)
Boa Esperanga 5/400 (1,25) 3/133 (2,26) 4/400 (1,00) 3/133 (2,26)
Bugre (1) 6/400 (1,50) 3/133 (2,26) 5/400 (1,25) 3/133 (2,26)
Bugre (2) 5/400 (1,25) 3/133 (2,26) 4/400 (1,00) 3/133 (2,26)
Montes Claros 5/400 (1,25) 3/133 (2,26) 4/400 (1,00) 3/133 (2,26)
Vigcosa 10/400 (2,50) 3/133 (2,26) 11/400 (2,75) 5/133 (3,76)
Alegre (1) 9/400 (2,25) 3/133 (2,26) 10/400 (2,50) 5/133 (3,76)
Alegre (2) 6/400 (1,50) 4/133 (3,0) 5/400 (1,25) 4/133 (3,0)
Venda Nova I. 5/400 (1,25) 3/133 (2,26) 4/400 (1,00) 3/133 (2,26)
Paraiba do Sul 7/400 (1,75) 4/133 (3,0) 6/400 (1,50) 4/133 (3,0)
Sé&o Sebast. do Auto 7/400 (1,75) 3/133 (2,26) 8/400 (2,00) 5/133 (3,76)
Guararema (1) 6/400 (1,50) 3/133 (2,26) 5/400 (1,25) 3/133 (2,26)
Guararema (2) 6/400 (1,50) 4/133 (3,0) 5/400 (1,25) 4/133 (3,0)
Jaboticabal 6/400 (1,50) 4/133 (3,0) 5/400 (1,25) 4/133 (3,0)
Séo Carlos (1) 5/400 (1,25) 3/133 (2,26) 4/400 (1,00) 3/133 (2,26)
Séo Carlos (2) 6/400 (1,50) 3/133 (2,26) 5/400 (1,25) 3/133 (2,26)
Goiania 6/400 (1,50) 3/133 (2,26) 5/400 (1,25) 3/133 (2,26)
Queréncia 8/400 (2,00) 2/133 (1,50) 11/400 (2,75) 4/133 (3,0)
Colorado 10/400 (2,50) 3/133 (2,26) 11/400 (2,75) 5/133 (3,76)
Itaqui 4/400 (1,00) 3/133 (2,26) 5/400 (1,25) 3/133 (2,26)
S. Livramento 13/400 (3,25) 5/133 (3,76) 12/400 (3,00) 5/133 (3,76)
Mucuri 5/400 (1,25) 3/133 (2,26) 4/400 (1,00) 3/133 (2,26)
Aracaju (1) 6/400 (1,50) 4/133 (3,0) 5/400 (1,25) 4/133 (3,0)
Aracaju (2) 5/400 (1,25) 3/133 (2,26) 4/400 (1,00) 3/133 (2,26)
Auto do Rodrigues 5/400 (1,25) 3/133 (2,26) 4/400 (1,00) 3/133 (2,26)
Tucurui (1) 6/400 (1,50) 4/133 (3,0) 5/400 (1,25) 4/133 (3,0)
Tucurui (2) 23/400 (5,75) 6/133 (4,51) 24/400 (6,00) 8/133 (6,00)
La Paz 5/400 (1,25) 3/133 (2,26) 4/400 (1,00) 3/133 (2,26)
San José (1) 7/400 (1,75) 3/133 (2,26) 8/400 (2,00) 5/133 (3,76)
San José (2) 20/400 (5,00) 6/133 (4,51) 21/400 (5,25) 8/133 (6,00)
Mozo (1) 6/400 (1,50) 4/133 (3,0) 5/400 (1,25) 4/133 (3,0)
Mozo (2) 6/400 (1,50) 4/133 (3,0) 5/400 (1,25) 4/133 (3,0)
Mar D. C. 5/400 (1,25) 3/133 (2,25) 4/400 (1,0) 3/133 (2,25)
PalmaD. V. 5/400 (1,25) 3/133 (2,25) 4/400 (1,0) 3/133 (2,25)
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840 850 860 870 880 890 900 910 920
P N I e I I I e B e I Y I A

Bm86 839 TCGTGTGCACAAAGGAACTGTGTTGTGTGAGTGCCCGTGGAATCAACATCTAGTGGGGGACACGTGCATAAGTGATTGCGTCGACAAGRAA 928
R VHEKGTUVLCETCPWNOQHLVYVGDTT CTISZSDT CUVDTZIKHK
Bm95 839 ......... Be et e et e e e e e e e e e e e e e e 928
RVQKGTVLCETCPWNOQHLVYVGDTT CTISDTCVDZEKHK
Caral 839 ......... A 928
RVQEKGTVLCETCPWNO QHLVYVGDTT CTISUDTCVDIKHK
Cara2 839 ......... N 928
RVQKGTVLCETCPWNOQHLVYVGDTT CTISUDTCVDIEKHEK
PDV1 839 ......... P 928
RVQKGTUVILCET C?PWNOQHTILVYVGDTT CTIZSTDTCVDZKHK
PDV2 839 ......... N 928
RVQEKGTUVLCETCPWNOQHLVYVGDTT CTISUDTCVDZEKTHK
BoaE 839 ......... A 928
RVQEKGTVLCETCPWNOQHLVYVGDTT CTISUDTCVDIKHK
Bugre 839 ...l L 928
RVQKGTVLCETCPWNOQHLVYVGDTT CTISUDTCVDIEKHEK
UFV 839 ......... PPN 928
RVQKGTVLCETCPWNOQHLVGDTT CTISUDTCVDIEKHK
Betim 839 ......... PN 928
RVQKGTUVLCETC?PWNOQHTLYVGDTT CTIZSDTCVDIKHK
MClaros 839 ......... P 928
RVQEKGTVLCETCPWDNOQHLVGDTT CTISUDTCUVDIKHK
Aracaju 839 ... N 928
RVQEKGTUVLCETCPWNDNO QHILVYVGDTT CTISUDTCUVDTZKHK
Mucuril 839 ......... N 928
RVQEKGTVLCETCPWNO QHLVYVGDTT CTISDT CUVDIKHK
Mucuri2 839 ......... [ O 928
RVQEKGTUVLCETCPWNO QHLVYVYGDTT CTISUDTCVDIEKHK
Queren 839 ......... L 928
RVQKGTVILCET C?PWNOQHTILVYVGDTT CTIZSTDTC CVDZKHK
Itaquil 839 ......... A 928
RVQKGTVLCETCPWNOQHLVYVGDTT CTISDTCVDZEKHK
Itaqui2 839 ......... P 928
RVQEKGTUVLCETCPWNO QHLVYVYGDTT CTISUDTCVDIKHK
Slivra 839 ......... N 928
RVQEKGTVLCETCPWNOQHLVYVGDTT CTISUDTCVDIEKHEK
Coeste 839 ......... [ P 928
RVQKGTVILCET C?PWNOQHTILVYVGDTT CTIZSDTCVDZKHK
Jaboti 839 ......... P 928
RVQKGTUVILCETC?PWNOQHTLVGDTT CTIZ SDTCVDZKK
SCarlosl 839 ......... A 928
RVQKGTVLCETCPWNOQHLVGDTT CTISZSUDTCUVDIK KK
SCarlos2 839 ......... P 928
RVQKGTVLCETCPWNOQHLVYVGDTT CTISUDTCUVDIKHK
Guara 839 ......... N 928
RVQEKGTVLCETCPWNO QHLVYVYGDTT CTISUDTCVDZKHK
Alegre 839 ... L G.... 928
RVQKGTUVLCETC?PWNOQHTLYVGDTT CTIZSDTCVDEHK
Vnova 839 ......... PP 928
RVQKGTUVLCETC?PWNOQHTLYVGDTT CTIZSDTCVDZKHK
SSalto 839 ......... A 928
RVQEKGTUVLCETCPWNOQHLVYVGDTT CTISDTCVDZEKHK
Tucurui 839 ......... P 928
RVQEKGTUVLCETCPWNO QHLVYVGDTT CTISUDTCVDIKHK
PSul 839 ......... N 928
RVQKGTUVLILCETC?PWNOQHTLYVGDTT CTIZSDTCVDZKHK
Auto 839 ......... N 928
RVQKGTUVILCET C?PWNOQHTILVYVGDTT CTIZSTDTCVDZKHK
LaPaz 839 ......... A 928
RVQEKGTUVLCETCPWNO QHLVYVGDTT CTISDTCUVDIEKHK
SJose 839 ..., N 928
RVQKGTVLCETCPWNDNO QHTLVGDTT CTISUDTCUVDTZKHK
Mozo 839 ..., L 928
RVQKGTVLCETCPWNOQHLVYVGDTT CTISDT CUVDIKHEK
Goiania 839 ......... N 928
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930 940 950 960 970 980 990 1000 1010
P P O P I I I I B O T o I S S I I I
929  ATGCCACGAAGAATTTATGGACTGTGGCGTATATATGAATCGACAAAGCTGCTATTGTCCATGGAAATCAAGGAAGCCGGGCCCARATGT
CHEEFMDCGVYMNRSOQSCYCZPWE KT SIZREKTPGEPNV
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1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080 1090 1100

e e e e e I I

1019 CAACATCAATGAATGCCTACTGAATGAGTATTACTACACGGTGTCATTCACCCCAAACATATCTTTTGATTCTGACCATTGCARATGGTA 1108
NINETCLILNEYYYTVSVFT?P?PUNTISTFDSDIHTCZE KTWY

1019 vovvviiiinn, O L C.... 1108
N INERLILNEYYYTVSFTZ®PNTISTEFTDSDIHTCZ KT RY

1000 o G C.... 1108
NINETCLILNEYYYTVSFT?PNTISTFDSDIHTCTE KT RY

100 e L C.... 1108
NINETCLILNEYYYTVSFTRUNTISTFDSDIHTCZE KTRY

100 et N C.... 1108
NINETCLILNEYYYTVSFT?PNTISTFDSDIHTCE KTRY

1000 e N C.... 1108
NINETCLILNEYYYTVSFTZPNTISTFDS?DUHTCE KTR RY

100 et e N C.... 1108
NINETCLILNEYYYTVSVFT?P?PNTISTFDSDIHTCIE KTR RY

1000 et e L C.... 1108
NINETCLILNEYYYTVSFT?PNTISTFDSISDIHTCZE KT RY

1000 e N C.... 1108
NINETCLILNEYYYTVSFT?PNTISTFDSDIHTCZE KT RY

1000 e G C.... 1108
NINETZCLILNEYYYTVSVFT?PUNTIS ST FDSDIHT CZE KT RY

100 et e e P C.... 1108
NINETCLILNEYYYTVSVFT?P?PNTISTFDSDIHTCZE KT RY

1000 e G C.... 1108
NINETCLILNEYYYTVSFT?PNTISTFDSDIHTCZE KT RY

1000 S C.... 1108
NINETCLILNEYYYTVSVFT?P?PNTISTFDSDIHT CZE KT RY

100 et e e L C.... 1108
NINETCLILNEYYYTVSFTZ®PNTISTFTDSTDHTCTZ KT RY

1000 e PN C.... 1108
NINETCLILNEYYYTVSFT?PNTISTFDSDIHTCTE KTRY

1000 N C.... 1108
NINETCLILNEYYYTVSVFTZPNTIISVFDSDIHTCEKTR RY

100 et e e L C.... 1108
NINETCLILNEYYYTVSFTZ®PNTISTFDSDIHT CTZE KT RY

1000 N C.... 1108
NINECLILNEYYYTVSFT?P?PNTISTFDSDIHTCZE KTRY

1000 e N C.... 1108
N INETZCLILNEYYYTVSVFT?P?PNTISTFDSDIHT CZE KT RY

100 et e e N C.... 1108
NINETCLILNEYYYTVSFTZ®PNTISTFTDSTDHTCTZ KT RY

1000 e G C.... 1108
NINETCLILNEYYYTVSFT?PNTISTFDSDIHTCTE KTRY

1000 e N C.... 1108
NINECLILNEYYYTVSFT?PNTISTFDSDIHTCZE KTRY

1000 et e e N C.... 1108
NINECLILNEYYYTVSFTZ®PNTISTFDSTDHTCTZ KT RY

100 et e e L C.... 1108
NINETCLILNEYYYTVSFT?PNTISTFDSDIHTCZE KTRY

1000 e N C.... 1108
NINETCLILNEYYYTVSFT?PNTISTFDSDIHTCZE KTRY

100 et e e L C.... 1108
NINECLILUNEYYYTVSFTZPNTISTFTDSTDHTCIZ KT RY

100 et e e S C.... 1108
NINETCLILNEYYYTVSFT?PNTISZFDSDIHTCIEKTR RY

1000 e N C.... 1108
NINETCLILNEYYYTVSFT?PNTISTFDSUDHTCIEKTR RY

100 et e e L C.... 1108
NINETCLILNEYYYTVSTFTZ®PNTISTFTDSTDHTCTZ KT RY

100 et e e P C.... 1108
NINETCLILNEYYYTVSFT?PNTISTFDSDIHTCZE KTRY

1019 e Covinnniiiiiiiin G C.... 1108
NINETCLILNEYYHTVSFT?P?PNTISTFDSDIHTCTE KTRY

1019 et Covniniii i L C.... 1108
NINETCLILNEYYHTVSFTZ®PNTISTFTDSTDHTCTZ KT RY

1000 e G C.... 1108
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1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190

T L e e e T

Bm86 1109 TGAGGATCGTGTTTTGGAAGCGATACGGACCAGTATCGGARAAGAAGTTTTTAAGGTTGAGATACTTAACTGCACGCAGGACATTAAGGC 1198
EDRVILEAIIRTZ STIGIEKEVF XVETITLNTCTZOQDTITZ KA

Bm95 1109 v I 1198
EDRVILGATIURTS STIOGI KT EVFIKVETITLNTZ CTZGQDTIZK KA

Caral L0 ottt 1198
EDRVLEATIRTSZ STIGIEKEV VT FI XVETITLNT CTZOQDTITK KA

Cara2 L0 ottt e 1198
EDRVLEATIURTS STIOGIEKEVFKVETITLNTZ CTZOQDTIIK KA

PDV1 L0 ottt et e 1198
EDRVLEATIURTS STIOGIEKEVFEKVETITLUDNZ CTZOQDTIIK KA

PDV2 L0 ettt et e 1198
EDRVILEATIURTS STIOGIKEVFEKVETITLNT CTZ QTDTIKA

BoaE L0 ettt et 1198
EDRVILEATIURTSTIGI KEUVFKVETITLNDNT CTZOQDTIIKA

Bugre L0 ittt e s 1198
EDRVILEATIURTS SIOGIKEUVFKVETITLNTZCTZOQDTIIK KA

UFV L0 ottt e s 1198
EDRVILEAIIRTZ STIGIEKEVFZXVETITLNT CTZOQDTITZ KA

Betim L0 ottt s 1198
EDRVILEAIIRTZ STIGIEKEVFXVETITLNTCTZOQDTITZ KA

MClaros L0 ottt s 1198
EDRVLEATIIRTZ STIGIEKEVFXVETITLNTCTZOQDTITZ KA

Aracaju 1100 ottt s Tt e 1198
EDRVILEAIURTSZ STIG?®* EVFXVETIULNT CTZOQDTITK KA

Mucuril L0 ottt et e e e e e 1198
EDRVLEATIURTS STIOGIEKEVFEKVETITLNTZ CTZOQDTIIK KA

Mucuri2 L0 ittt et 1198
EDRVLEATIURTS STIOGIEKEVFKVETITLNTZ CTZOQDTIZK KA

Queren L PP 1198
EDRVLEATIURTSTIOGIEKEVFKVETITLNDNT CTZOQDTIZK KA

Itaquil 1109 ..., T ettt ettt et e e s 1198
EDCVLEATIURTS STIOGI K EVFIKVETITLNDNT CTZOQDTIKA

Itaqui2 L0 ottt e 1198
EDRVILEAIIRTZ STIGIEKEVF FI XKVETIULNTCTZOQDTITZ KA

Slivra L0 ottt e s 1198
EDRVLEATIURTS STIOGIEKEVFEKVETITLNTZ CTZOQDTIIK KA

Coeste L0 vttt e e e e e e e 1198
EDRVLEATIIRTZ STIGIEKEV VT FI XVETITLNT CTZOQDTITK KA

Jaboti L0 ettt et e 1198
EDRVLEATIURTS STIOGIEKEVFEKVETITLNTZ CTZOQDTIZK KA

SCarlosl L0 ittt e e 1198
EDRVILEATIURTSIOGIKEVFKVETITLNTCTZOQDTIIK KA

SCarlos2 L0 vttt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e, 1198
EDRVILEATIURTS STIOGIKEUVFKVETITLNTZ CTZOQDTIZK KA

Guara 1100 ittt e e e 1198
EDRVILEATIURTS STIOGIEKEVFKVETITLNDNTZ CTZOQDTIZK KA

Alegre L0 ottt s 1198
EDRVILEATIURTSTIOGI KEVFKVETITLIUNT CTZOQDTIZK KA

Vnova L0 ottt s 1198
EDRVILEAIIRTZ STIGIEKEVFZXVETITLNT CTZGQDTIZ KA

SSalto L0 ottt e e 1198
EDRVLEATIIRTZ STIGIEKEV VT FI KXKVETITLNT CTZOQDTITZ KA

Tucurui L0 ottt et e e 1198
EDRVLEAIIRTZ SIGIEKEV VT FI XVETITLNT CTZOQDTITK KA

PSul L0 et ettt 1198
EDRVLEATIURTS STIOGIEKEVFEKVETITLNDNTZ CTZOQDTIIK KA

Auto L0 ettt et 1198
EDRVILEATIURTSTIOGIEKEVFKVETITLNTCTZOQDTIIK KA

LaPaz 1100 ittt e e e e e e e e e e e 1198
EDRVILEATIURTS STIOGIKEVFKVETITLNTCTZOQDTIIK KA

SJose L0 ottt e 1198
EDRVILEATIURTS SIOGIEKEVFKVETITLNDNTZ CTZOQDTIZK KA

Mozo L0 ottt e 1198
EDRVLEATIIRTZ STIGIEKEV VT FI XV VETITLNT CTZOQDTITK KA

Goiania L0 ottt e e 1198
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Bm86
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Bm86
Bm95
Caral
Cara2
PDV1
PDV2
BoaE
Bugre
UFV
Betim
MClaros
Aracaju
Mucuril
Mucuri?
Queren
Itaquil
Itaqui2
Slivra
Coeste
Jaboti
SCarlosl
SCarlos2
Guara
Alegre
Vnova
SSalto
Tucurui
PSul
Auto
LaPaz
SJose
Mozo

Goiania

1290 1300 1310 1320
B P R O Y O P PN P

1330 1340 1350 1360 1370
B P P N PR PR PR PR PR P P

1289 TCCGAAGTTGCTGATCAAGAAAAACTCTGCAACAGAAATCGAAGAAGAGAACCTTTGCGACAGTCTGCTCAAGGATCAGGAAGCTGCCTA 1378

PKLLTIZKZ KNSATETI

EEENLCDSTILLEKDOQEHA AHABRY

1289 viviii Guvv i T Ao 1378
PKLLIZKIKNSATETIEEENTLT CDSILTLIEKNQOQEH BARAY

1280 T Accooiiiinnnnn 1378
PKLLIZKIKNSATETIEEENTLTCDSILIULI KNS® QEA AR RAY

1280 i T T 1378
PKLLIIKIEKNSATETIEEENLTCDSTILLIEKDNOQEH- AR RAY

1280 e T T 1378
PKLLIZKIKNSATETIEEENTLTCDSILIULI KNSO QEA ARY

1280 T O 1378
PKLLIZKIKNSATETIEEENTLTCTDSILIULI KNO QEA ARY

1280 N Ao, 1378
PKLLIIKIEKNSATETIEEENLTCDSILLIEKNOQEH- AHRAY

1280 T Ao, 1378
PKLLIIKIEKNSATETIEEENTLTCDSTILLIEKDNOQEHA AR RAY

1280 T Ao 1378
PKLLIIKZ KNS SATETILIEEENTLCDSTILILIZ KDNOQEH BAARAY

1280 T Ao 1378
PKLLIIKIEKNSATETIEEEDNTLCDS STLLZE KXNOQEHA AR AY

1280 T Accoiiiiiinnnn 1378
PKLLIIKIEKNSATETIEEENLCDSILLIEKNSOQEHA AAY

1289 T P 1378
PKLLIIKIEKNSATETIEEENLCDSTILLIEKDNOQEHA AR RARY

1289 T O 1378
PKLLIZKIKNSATETIETEENTLT CTDSILIULI KNSO QEA ARY

1280 T N 1378
PKLLIZKIKNSATETIEEENTLTCTDSILIULI KNO QEA ARY

1280 e T e Ao, 1378
PKLLIIKIEKNSATETIEEENLTCDSILLIEKDNOQEHA AHRAY

1280 e T Accoiiiiinn, 1378
PKLLIIKEKNSATETIEEENLCDSILLIEKDNQOQEHA AH-RAY

1280 T Ao 1378
PKLULIZKIKNSATETIETEENTLT CTDSILILI KNSO QEA ARBRY

1280 T Accooiiiiinn 1378
PKLLIIKIEKNSATETILIETEEDNTLCDS STLLZE XNOQEHA AAY

1280 i T Accooiiiinnnnn, 1378
PKLLIKIZKNSATETIEEENLTCDSTLILZ XNOQEHA AAY

1280 T Ao, 1378
PKLLIKIZKNSATETIEEENLCDSTILLIEKDNOQEHA AR RAY

1280 T Ao 1378
PKLLIZKIKNSATETIEEENTLT CTDSILILI KNSO QEA ARARY

1280 T Accoiiiiiinnnn, 1378
PKLLIZKIKNSATETIEEENTLT CTDSILIULI KNSO QEA ARY

1280 i T e Ao, 1378
PKLLIIKIEKNSATETIEEENLTCDSTILLIEKDNOQEHA ARAY

1280 i T Accooiiiian, 1378
PKLLIZKIKNSATETIEEENTLTC?DSILILI KNO QEA ARBRY

1280 T Ao 1378
PKLLIZKIKNSATETIETEENTLT C?DSILILI KNSO QEA ARY

1280 T Accoiiiiinnnn 1378
PKLLIZKIKNSATETIETEENTLTCDSILIULI KNS® QEA ARY

1280 T Accoiiiiinnnnn, 1378
PKLLIIKIEKNSATETIEEENTLTCDSILLIEKDNOQEHA AR RMRY

1280 T Ao, 1378
PKLLIKZ XKNSATETILIEEENTLCDSTILILIZ KDNOQEH- AARAY

1280 T Avcoiiiiiinn 1378
PKLLIZKIKNSATETIETEEUNTLT CDISILLIEKN® QEH BARAY

1280 T Avcoiiiiiiinn 1378
PKLLIIKIEKNSATETIEEENLTCDSILLIEKDNO OQEHA AAY

1280 T Accoiiiiinnnn, 1378
PKLLIIKIEKNSATETIEEENLTCDSTILLIEKDNOQEH- AR RAY

1280 T Ao 1378
PKLLIZKIKNSATETIETEENTLTCTDSILIULI KNO QEA ARBRY

1280 P N 1378
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1380 1390 1400 1410 1420 1430 1440 1450 1460

B O O [ (P I A [ P I I

Bm86 1379 CAAAGGTCARAACARATGCGTCAAGGTCGACAACCTCTTCTGGTTCCAGTGCGCTGATGGTTACACAACAACTTACGAGATGACACGAGG 1468
KGQNKCVEKVDNTLFWEFQCADGYTTTYEMTRSGEG

Bm95 A 1468
KGQNEKCVEKVDNTLTFWEFQCADGYTTTYZEMTRG

Caral L3 et e e e e e e e 1468
KGGQNEKCVEKVDNTLTFWEFQCADGYTTTVYEMMTRGEG

Cara2 K 1468
K GQNEKCVEKVDNTLTFWEFQCADGYTTTYZEMTRG

PDV1 K A 1468
K GQNEKCVEKVDNTLTFWFQCADGYTTTYEMTRG

PDV2 N 1468
K GGQNEKCVEKVDNTLTFWEFQCADGYTTTVYZEMTR RSGEG

BoaE K P 1468
K GQNEKCVEKVDNTLTFWFQCADGYTTTYZEMTRG

Bugre L 1468
RGQNKCVEKVDNLTFWFQCADGYTTTYZEMTRG

UFV K A 1468
KGQNEKCVEKVDNTLTFWEFQCADGYTTTYZEMTRG

Betim L PPt 1468
K GQNZKCVEKVDNTLTFWEFQCADGYTTTYZEMTRG

MClaros S 1468
KGGQNEKCVEKVDNTLTFWEFQCADG GYTTTYEMMTRGEG

Aracaju L P 1468
K GQNEKCVEKVDNTLTFWFQCADGYTTTYZEMTRG

Mucuril L3 et e e e e e e aas 1468
K GQNEKCVEKVDNTLTFWFQCADGYTTTYZEMTRG

Mucuri? K A 1468
K GQNEKCVEKVDNTLTFWEFQCADG GYTTTVYEMMTRGEG

Queren 1370 ittt e e e e e e 1468
KGGQNKCVEKVDNTLTFWFQCADGYTTTYEMTRG®G

Itaquil N 1468
KGQNKCVEKVDNTLTFWEFQCADGYTTTYEMTRG

Itaqui2 K P 1468
KGQNZKCVEKVDNTLTFWEFQCADGYTTTYEMTRG

Slivra K A 1468
KGGQNEKCVEKVDNTLTFWEFQCADG GYTTTYEMMTRGEG

Coeste L 1468
K GGQNEKCVEKVDNTLTFWEFQCADG GYTTTVYEMMTRGEG

Jaboti K A 1468
K GQNEKCVEKVDNTLTFWEFQCADGYTTTYZEMTRG

SCarlosl P 1468
K GGQNEKCVEKVDNTLTFWEFQCADG GYTTTVYEMMTRSGEG

SCarlos2 K 1468
KGQNKCVEKVDNTLFWFQCADGYTTTYEMTTRSGEG

Guara L PP 1468
KGGQNKCVEKVDNLTFWFQCADGYTTTYEMTRG

Alegre L 1468
KGGQNEKCVEKVDNTLTFWPFQCADGYTTTYZEMTR RSGEG

Vnova L PP 1468
K GQNEKCVEKVDNTLTFWEFQCADGYTTTYEMTRG

SSalto K A 1468
KGGQNEKCVEKVDNTLTFWEFQCADG GYTTTYEMMTRGEG

Tucurui L 1468
KGQNKCVEKVDNTLTFWEFQCADGYTTTYZEMTRG

PSul L3 et e e e 1468
K GQNEKCVEKVDNTLTFWFQCADGYTTTYZEMTRG

Ruto L3 et e e e e e 1468
KGQNEKCVEKVDNTLT FWEFQCADGYTTTYZEMTRG

LaPaz K PP 1468
KGQNEKCVEKVDNTLTFWEFQCADGYTTTYZEMTRG

SJose L3 et e e e e e e e e 1468
K GGQNEKCVEKVDNTLTFWEFQCADGYTTTYEMMTRGEG

Mozo N 1468
KGQNEKCVEKVDNTLTFWEFQCADGYTTTYZEMTRG

Goiania L PP 1468
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UEV
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Aracaju
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Goiania

1560 1570 1580 1590 1600

P P e Y I I S P
1559 CGAAAACGGCAAAGCGAATTGCCAATGCCCACCAGACACTAA 1600

ENGEKANCOQCEP?PDT

1050 e 1600
ENGEKANTCOQCT?P?PDT

1050 e 1600
ENGEKANCOQCEP?PDT

1050 e 1600
ENGEKANTCOQCT®P?PDT

1550 i e e e 1600
ENGEKANTCOQCT®P?P?PDT

1050 e 1600
ENGEKANCOQCEP?PDT

1050 1600
ENGEKANTCOQCT®P?P?PDT

1050 1600
ENGEKANTCOQCEP?PTDT

1050 1600
ENGEKANTCOQCT?P?PDT

1050 i e 1600
ENGEKANTCOQCT®P?PDT

1050 e 1600
ENGEKANCOQCEPZPDT

1050 1600
ENGEKANTCOQCT?P?PDT

1050 1600
ENGEKANTCOQCT®P?PDT

1050 1600
ENGEKANCOQCEP?PDT

1050 e 1600
ENGEKANTCOQCEP?PTDT

1050 1600
ENGEKANCOQCEPPDT

1550 e 1600
ENGEKANTCOQCT?P?PDT

100 1600
ENGEKANCOQCEP?PDT

1050 1600
ENGEKANCOQCEP?PDT

1550 e e e 1600
ENGEKANTCOQCT®P?P?PDT

1050 1600
ENGEKANCOQCEP?PDT

1050 e 1600
ENGEKANTCOQCT?P?PDT

1050 i e 1600
ENGEKANTCOQCEP?PTDT

1050 1600
ENGEKANCOQCEP?PDT

1550 i e 1600
ENGEKANTCOQCT?P?PDT

1050 e e e 1600
ENGEKANCOQCEP?PDT

1050 e 1600
ENGEKANCOQCEP?PDT

1050 1600
ENGEKANTCOQCT®P?P?DT

1050 1600
ENGEKANTCOQCTPPIDT

1050 e 1600
ENGEKANTCOQCT®P?PDT

1050 1600
ENGEKANCOQCEP?PDT

1050 e 1600
ENGEKANTCOQCT®P?PDT

100 1600
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Figura 4. Alinhamento das seqiiéncias parciais, gerado pelo software BioEdit®
versao 7.0.5.3, dos genes bm86 e bm95 compreendidos do nucleotideo 839 ao 1600,
denominado fragmento C, e das sequUéncias protéicas codificadas dos aminoécidos
270 ao 522 de diferentes populacdes de R. (B.) microplus em comparacdo com as
amostras padrées Bm86 (Yeerongpilly) e Bm95 (Cepa A). Os nucleotideos idénticos
ao padrao Bm86 sdo indicados por pontos, os diferentes pelos nucleotideos
correspondentes. O retdngulo indica a sequéncia correspondente ao peptideo 4822 da
vacina sintética SBm7462.

Tabela 5 - Polimorfismos no gene bm86 e proteina Bm86 de R. (B.) microplus.
Fragmento C (nucleotideo 839 ao 1600).

Diferencas na Sequéncia Diferencas na Seqiiéncia
Padrédo Bm86 Padrédo Bm95
Mutacéo Mutacéo Mutacéao Mutacao
nucleotideos/Total aminoacidos/Total nucleotideos/Total aminoacidos/Total
(%) (%) (%) (%)

Betim 12/762 (1,57) 71253 (2,77) 3/762 (0,39) 2/253 (0,79)
Boa Esperanca 12/762 (1,57) 71253 (2,77) 3/762 (0,39) 2/253 (0,79)
Bugre 13/762 (1,71) 8/253 (3,16) 4/762 (0,52) 3/253 (1,19)
Montes Claros 12/762 (1,57) 71253 (2,77) 3/762 (0,39) 2/253 (0,79)
Vigosa 12/762 (1,57) 71253 (2,77) 3/762 (0,39) 2/253 (0,79)
Alegre 13/762 (1,71) 8/253 (3,16) 4/762 (0,52) 3/253 (1,19)
Venda Nova I. 12/762 (1,57) 71253 (2,77) 3/762 (0,39) 2/253 (0,79)
Paraiba do Sul 12/762 (1,57) 71253 (2,77) 3/762 (0,39) 2/253 (0,79)
Sdo Sebast. do 12/762 (1,57) 71253 (2,77) 3/762 (0,39) 2/253 (0,79)
Auto
Guararema 12/762 (1,57) 71253 (2,77) 3/762 (0,39) 2/253 (0,79)
Jaboticabal 12/762 (1,57) 71253 (2,77) 3/762 (0,39) 2/253 (0,79)
Séo Carlos (1) 13/762 (1,71) 71253 (2,77) 4/762 (0,52) 2/253 (0,79)
Sao Carlos (2) 13/762 (1,71) 8/253 (3,16) 4/762 (0,52) 3/253 (1,19)
Goiania 12/762 (1,57) 71253 (2,77) 3/762 (0,39) 2/253 (0,79)
Queréncia 12/762 (1,57) 71253 (2,77) 3/762 (0,39) 2/253 (0,79)
Colorado 15/762 (1,97) 71253 (2,77) 6/762 (0,79) 2/253 (0,79)
Itaqui (1) 13/762 (1,71) 8/253 (3,16) 4/762 (0,52) 3/253 (1,19)
Itaqui (2) 13/762 (1,71) 8/253 (3,16) 4/762 (0,52) 3/253 (1,19)
S. Livramento 12/762 (1,57) 71253 (2,77) 3/762 (0,39) 2/253 (0,79)
Mucuri (1) 12/762 (1,57) 71253 (2,77) 3/762 (0,39) 2/253 (0,79)
Mucuri (2) 15/762 (1,97) 71253 (2,77) 6/762 (0,79) 2/253 (0,79)
Aracaju 13/762 (1,71) 8/253 (3,16) 6/762 (0,79) 5/253 (1,98)
Auto do Rodrigues 12/762 (1,57) 71253 (2,77) 3/762 (0,39) 2/253 (0,79)
Tucurui 12/762 (1,57) 71253 (2,77) 3/762 (0,39) 2/253 (0,79)
La Paz 12/762 (1,57) 71253 (2,77) 3/762 (0,39) 2/253 (0,79)
San José 12/762 (1,57) 8/253 (3,16) 5/762 (0,67) 3/253 (1,19)
Mozo 13/762 (1,71) 8/253 (3,16) 4/762 (0,52) 3/253 (1,19)
Mar D. C. (1) 12/762 (1,57) 71253 (2,77) 5/762 (0,67) 2/253 (0,79)
Mar D. C. (2) 12/762 (1,57) 8/253 (3,16) 5/762 (0,67) 3/253 (1,19)
PalmaD. V. (1) 12/762 (1,57) 71253 (2,77) 3/762 (0,39) 2/253 (0,79)
PalmaD. V. (2) 10/762 (1,31) 71253 (2,77) 5/762 (0,67) 2/253 (0,79)

A maioria das populacdes foram homozigoticas para o alelo bm86 e
bm95, as heterozigbticas, com alelos divergentes entre si, sdo apresentadas
nas tabelas 6 e 7, representadas nas figuras 3 e 4. Nas populagdes
heterozigoticas, para diferenciacdo, cada alelo foi identificado com o nome da
amostra adicionada dos numeros 1 e 2. Observacdes semelhantes ja foram
feitas em trabalhos com R. (B.) microplus por: GARCIA-GARCIA et al. (2000),
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que identificaram dois alelos no gene bm86 na populagdo argentina,
denominada cepa A, diferindo em quatro nucleotideos; COSSIO-BAYUGAR et
al. (2005) estudando a enzima PHGPx (Phospholipid-hydroperoxide glutathione
peroxidase) encontraram um aminodcido de diferenca entre os dois alelos; e
SOSSAI et al. (2005) que identificaram seis populagdes (Alegre, Betim, Montes
Claros, Mar dos Caraibas, San José e Bugre) heterozig6ticas, com variacdo
minima de um e maxima de vinte e seis nucleotideos entre os alelos, também
do gene bm86.

Entre as populacdes que apresentaram mais de um alelo identificado,
observaram-se maiores divergéncias no fragmento C, destacando-se as
amostras Tucurui (2), San José (2) e Alegre (1). As diferencas de aminoéacidos
entre alelos dessas amostras foram de 6,01%, 2,26% e 3,76%,
respectivamente. Esse Ultimo resultado concorda com os de SOSSAI et al.
(2005), que também observaram uma diferenca significativa entre os alelos da

populacao Alegre.

Tabela 6 — Diferencas entre alelos da mesma populagdo compreendidas no fragmento
A.

Amostra  Nucleotideos (%) Aminoacidos (%)

Bugre 1/400 0,25 0/133 0
Alegre 9/400 2,25 5/133 3,76
Guararema 2/400 0,50 1/133 0,75

Sao Carlos 1/400 0,25 0/133 0
Aracaju 1/400 0,25 1/133 0,75
Tucurui 23/400 5,75 8/133 6,01
San José 13/400 3,25 3/133 2,26
Mozo 2/400 0,50 2/133 1,50

Tabela 7 — Diferencas entre alelos da mesma populacdo compreendidas no fragmento
C.

Amostra Nucleotideos (%) Aminoacidos (%)
Séo Carlos 2/762 0,26 1/253 0,40
Itaqui 2/762 0,26 2/253 0,79
Mucuri 3/762 0,39 0/253 0
Mar D. C. 4/762 0,52 2/253 0,79
PalmaD. V. 2/762 0,26 0/253 0

Mutac&o, segundo BOREM e VIEIRA (2005), significa uma mudanca na
sequéncia de bases de DNA por substituicdo, delecdo ou insercdo de
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nucleotideos, remetendo para a variabilidade nas populacbes. Em todas as
populacdes analisadas nesse estudo, observaram-se apenas mutacdes por
substituicdes. Sendo que em muitos casos, a mudanca de nucleotideos nao
resultou em mudanca de aminoacido (mutacdes silenciosas). Apenas a
populacdo Aracaju apresentou um gap no aminoacido 373 (posicdo 1149 no
gene), pois o cbédon AAA tornou-se TAA que representa um coédon de
terminacdo (figura 4). O mesmo se observa em relagdo a proteina Bm95 que
possui 0s mesmos 2225 nucleotideos da Bm86, mas a primeira possui seu
primeiro cédon de terminacdo na posicdo 1740 de sua sequéncia, 0o que
corresponderia ao aminoacido 570 (GenBanK™ numero de acesso AF150891),
enquanto a Bm86 sO possui seu codon de terminacdo na posicdo 2225
(GenBank™ numero de acesso M29321).

As variacdes médias das populacdes estudadas foram maiores em
relacdo a proteina Bm86 quando comparada a Bm95. Resultados que
concordam com SOSSAI et al. (2005). As médias de variacdo de nucleotideos,
somando-se as médias dos fragmentos A e C, foram de 3,42% com o padréo
Bm86 e 1,74% com o padrdo Bm95. Em relacdo a taxa de variacdo de
aminoacidos os valores foram de 5,49% comparando-se as popula¢des com a
Bm86 e 3,89% com a Bm95. Esses resultados reforcam a dedugcédo de menor
compatibilidade genética entre a cepa australiana de R. (B.) microplus com as
populacdes de outros continentes (DE LA FUENTE et al., 2000; SOSSAI et al.,
2005). Estes valores justificam os maus resultados em diversas localidades no
controle de R. (B.) microplus utilizando vacinas recombinantes produzidas a
partir de uma cepa isolada de carrapato (GARCIA-GARCIA et al., 1999).

5.2. Polimorfismos nos Peptideo 4823 e 4824

A vacina SBm7462 é constituida por trés epitopos imunogénicos, o0s
peptideos 4822, 4824 e 4823, dispostos nessa ordem na vacina. Diversos
trabalhos ja avaliaram a eficiéncia da vacina, no que remete para estudos da
resposta imune humoral e celular (PATARROYO et al., 2002; GONZALEZ-
LOMBANA, 2003). E no que se refere a analise de polimorfismo genético entre
populacdes de carrapato, que podem interferir na eficiéncia vacinal, apenas o
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peptideo 4824 foi avaliado em um numero consideravel de populacdes
(SOSSAI et al., 2005).

A sequéncia do peptideo 4823, compreendida entre os nucleotideos 92
e 137, esta inserida no fragmento A (Figura 3). E a sequéncia do peptideo
4822, entre os nucleotideos 1220 e 1262, esta inserida no fragmento C (Figura
4). Portanto, é possivel por meio desse trabalho fechar a analise completa da
vacina sintética SBm7462 no que remete ao polimorfismo genético entre

populacdes distintas (tabela 8).

Tabela 8 — Taxa de variacdo de aminoacidos dos peptideos 4823 e 4822,
utilizando-se as sequéncias das proteinas Bm86 e Bm95 como referéncia.

Amostras 4822 variagdes 4823 variacbes
a.a. a.a.
Padréo Padrdo Padrdo Padrdo
Bm86 Bm95 Bm86 Bm95

Betim 1 0 1 1
Boa Esperanca 1 0 0 0
Bugre 1 0 0 0
Montes Claros 1 0 0 0
Vicosa 1 0 0 0
Alegre 1 0 0 0
Venda Nova I. 1 0 0 0
Paraiba do Sul 1 0 0 0
Valao do Barro 1 0 0 0
Guararema 1 0 0 0
Jabuticabal 1 0 0 0
Séo Carlos 1 1* 0 0
Goiania 1 0 0 0
Queréncia 1 0 0 0
Colorado 1 0 0 0
Itaqui 1 0 0 0
S. Livramento 1 0 0 0
Mucuri 1 0 0 0
Aracaju 1 2 0 0
Auto do Rodri. 1 0 0 0
Tucurui 1 0 0 0
La Paz 1 0 0 0
San José 1 0 0 0
Mozo 1 0 1* 1*
Mar D. C. 1 0 0 0
Palma D. V. 1 0 0 0

* Amostra Sao Carlos (2) e Mozo (2)

Na figura 4, observa-se que em relacdo ao peptideo 4822, a amostra
Séo Carlos (2) teve uma valina (V) substituida por uma alanina (A) em relacéo
aos padrées Bm86 e Bm95, na posicado 401 de aminoécido ou 1234 do gene.
Ambos os aminoacidos possuem as mesmas caracteristicas hidrofébicas. A
amostra Sao Carlos (1) ndo apresentou mutacdes. Ja a amostra Aracaju teve

uma lisina (K) substituida, na posi¢do 399 ou 1228, por uma asparagina (N) em
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relacdo aos padrées Bm86 e Bm95. Esses aminoacidos mudados apresentam
radicais polares, embora a lisina possua carga positiva e a asparagina nao
possua carga. E, enquanto todas as amostras mostraram um padrdo homdélogo
a Bm95 na posicdo 400 de aminoacido e 1231 do gene, a populacdo Aracaju
foi semelhante a Bm86, mantendo uma histidina (H) (tabela 9).

As amostras Betim e Mozo (2), na por¢cdo do peptideo 4823,
apresentaram diferenca na sequéncia de aminoacidos simultaneamente para
os padrdes Bm86 e Bm95 (figura 3). Mas salienta-se que foi mudanca de
apenas um aminoacido. No caso da amostra Betim, uma fenilalanina (F) foi
substituida por uma leucina (L) com localizacdo 27 de aminoacido e 111 no
gene. Novamente, os dois aminoacidos possuem radical apolar, apresentando
caracteristicas de hidrfobicidade. E uma treonina (T), que possui radical polar,
substituiu uma isoleucina (I), com radical apolar, em um dos clones da
populacdo de Mozo, no aminoacido 23 (posi¢cao 99 no gene). A amostra Mozo
(1) mostrou-se conservada (tabela 10).

As demais amostras, comparando-se com o padrdao Bm86, tiveram
apenas uma histidina (H) substituida por uma tirosina (Y), na posicdo 400 de
aminoécido e 1231 do gene, correspondendo ao peptideo 4822 (figura 4). A
histidina possui radical polar carregado positivamente e a tirosina grupo radical
polar com fenol, sem carga. Esse resultado concorda com os de SOSSAI
(2004).
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Tabela 9 - Polimorfismos do gene bm86 e proteina Bm86 de R. (B.) microplus, na
sequéncia 4822. Comparando-se com as sequéncias Bm86 (GenBanK™ numero de
acesso AF150891) e Bm95 (GenBanK™ numero de acesso AF150891).

Diferencas na Seqiiéncia Diferencas na Seqiiéncia
Padrdo Bm86 Padrdo Bm95
Mutacdo Mutacdo Mutacédo Mutagdo
nucleotideos/Total L . S
(%) aminoacidos/Total nucleotideos/Total aminoacidos/Total
(%) (%) (%)
Betim 1/129  (0,78) 1/43  (2,32) 0/129  (0,0) 0/43  (0,0)
Bugre 1/129  (0,78) 1/43  (2,32) 0/129  (0,0) 0/43  (0,0)
MClaros 1/129  (0,78) 1/43  (2,32) 0/129  (0,0) 0/43  (0,0)
BoaE 1/129  (0,78) 1/43  (2,32) 0/129  (0,0) 0/43  (0,0)
UFV 1/129 (0,78) 1/43  (2,32) 0/129  (0,0) 0/43  (0,0)
Alegre 1/129  (0,78) 1/43  (2,32) 0/129  (0,0) 0/43  (0,0)
Vnoval. 1/129  (0,78) 1/43  (2,32) 0/129  (0,0) 0/43  (0,0)
Psul 1/129  (0,78) 1/43  (2,32) 0/129  (0,0) 0/43  (0,0)
SSalto 1/129  (0,78) 1/43  (2,32) 0/129  (0,0) 0/43  (0,0)
Guara 1/129  (0,78) 1/43  (2,32) 0/129  (0,0) 0/43  (0,0)
Jaboti 1/129  (0,78) 143 (2,32) 0/129  (0,0) 0/43  (0,0)
Scarlos (1) 1/129  (0,78) 1/43  (2,32) 0/129  (0,0) 0/43  (0,0)
Scarlos (2) 2/129  (1,55) 1/43  (2,32) 1/129  (0,78) 0/43  (0,0)
Goiania 1/129  (0,78) 1/43  (2,32) 0/129  (0,0) 0/43  (0,0)
Coeste 2/129  (1,55) 143 (2,32) 1/129  (0,78) 0/43  (0,0)
Aracaju 1/129  (0,78) 143 (2,32) 2/129  (1,55) 2/43  (4,65)
Mucuri 1/129  (0,78) 143 (2,32) 0/129  (0,0) 0/43  (0,0)
Queren 1/129  (0,78) 143 (2,32) 0/129  (0,0) 0/43  (0,0)
Auto 1/129  (0,78) 143 (2,32) 0/129  (0,0) 0/43  (0,0)
Itaqui (1) 1/129  (0,78) 143 (2,32) 0/129  (0,0) 0/43  (0,0)
Itaqui (2) 1/129  (0,78) 143 (2,32) 0/129  (0,0) 0/43  (0,0)
Slivra 1/129  (0,78) 1/43  (2,32) 0/129  (0,0) 0/43  (0,0)
Tucurui 1/129  (0,78) 143 (2,32) 0/129  (0,0) 0/43  (0,0)
LaPaz 1/129  (0,78) 1/43  (2,32) 0/129  (0,0) 0/43  (0,0)
SJose 1/129  (0,78) 143 (2,32) 0/129  (0,0) 0/43  (0,0)
Mozo 1/129  (0,78) 1/43  (2,32) 0/129  (0,0) 0/43  (0,0)
Cara (1) 1/129  (0,78) 143 (2,32) 0/129  (0,0) 0/43  (0,0)
Cara (2) 1/129  (0,78) 143 (2,32) 0/129  (0,0) 0/43  (0,0)
PDV (1) 1/129  (0,78) 143 (2,32) 0/129  (0,0) 0/43  (0,0)
PDV (2) 1/129  (0,78) 1/43  (2,32) 0/129  (0,0) 0/43  (0,0)
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Tabela 10 - Polimorfismos do gene bm86 e proteina Bm86 de R. (B.) microplus, na
sequéncia 4823. Comparando-se com as sequéncias Bm86 (GenBanK™ numero de
acesso AF150891) e Bm95 (GenBanK™ numero de acesso AF150891).

Diferencas na Seqiiéncia Diferencas na Seqiiéncia
Padrdo Bm86 Padrdo Bm95
Mutacdo Mutacdo Mutacdo Mutagéo
nucleotideos/Total S . S
(%) aminoacidos/Total nucleotideos/Total aminoécidos/Total
(%) (%) (%)

Betim 1/129  (0,78) 1/43  (2,32) 17129  (0,78) /43 (2,32)
BoaE 0/129  (0,0) 0/43 (0,0 0/129 (0,0 0/43 (0,0
Bugre (1) 0/129  (0,0) 0/43 (0,0 0/129 (0,0 0/43 (0,0
Bugre (2) 0/129  (0,0) 0/43 (0,0 0/129 (0,0 0/43 (0,0
MClaros 0/129  (0,0) 0/43 (0,0 0/129 (0,0 0/43 (0,0
UFV 1/129  (0,78) 0/43 (0,0 1/129  (0,78) 0/43 (0,0
Alegre (1) 1/129  (0,78) 0/43 (0,0 1/129  (0,78) 0/43 (0,0
Alegre (2) 0/129  (0,0) 0/43 (0,0 0/129 (0,0 0/43 (0,0
Vnoval. 0/129  (0,0) 0/43 (0,0 0/129 (0,0 0/43 (0,0
Psul (1) 0/129  (0,0) 0/43 (0,0 0/129 (0,0 0/43 (0,0
Psul (2) 0/129  (0,0) 0/43 (0,0 0/129 (0,0 0/43 (0,0
SSalto 0/129  (0,0) 0/43 (0,0 0/129 (0,0 0/43 (0,0
Guara (1) 0/129  (0,0) 0/43 (0,0 0/129 (0,0 0/43 (0,0
Guara (2) 0/129  (0,0) 0/43 (0,0 0/129 (0,0 0/43 (0,0
Queréncia 1/129  (0,78) 0/43 (0,0 1/129  (0,78) 0/43 (0,0
Mucuri 0/129 (0,0 0/43  (0,0) 0/129  (0,0) 0/43 (0,0
Jaboti 0/129 (0,0 0/43  (0,0) 0/129  (0,0) 0/43 (0,0
Scarlos (1) 0/129 (0,0 0/43  (0,0) 0/129  (0,0) 0/43  (0,0)
Scarlos (2) 0/129 (0,0 0/43  (0,0) 0/129  (0,0) 0/43  (0,0)
Coeste 1/129  (0,78) 0/43  (0,0) 1/129  (0,78) 0/43  (0,0)
Goiania 1/129  (0,78) 0/43 (0,0 1/129  (0,78) 0/43 (0,0
Itaqui 0/129  (0,0) 0/43 (0,0 0/129 (0,0 0/43 (0,0
Slivra 0/129  (0,0) 0/43 (0,0 0/129 (0,0 0/43 (0,0
Tucurui (1) 0/129  (0,0) 0/43 (0,0 0/129 (0,0 0/43 (0,0
Tucurui (2) 2/129  (1,55) 0/43 (0,0 2/129  (1,55) 0/43 (0,0
Auto 0/129  (0,0) 0/43 (0,0 0/129 (0,0 0/43 (0,0
Aracaju (1) 0/129  (0,0) 0/43 (0,0 0/129 (0,0 0/43 (0,0
Aracaju (2) 0/129  (0,0) 0/43 (0,0 0/129 (0,0 0/43 (0,0
LaPaz 0/129  (0,0) 0/43 (0,0 0/129 (0,0 0/43 (0,0
SJose (1) 0/129  (0,0) 0/43 (0,0 0/129 (0,0 0/43 (0,0
SJose (2) 2/129  (1,55) 0/43 (0,0 2/129  (1,55) 0/43 (0,0
Mozo (1) 0/129  (0,0) 0/43 (0,0 0/129 (0,0 0/43 (0,0
Mozo (2) 1/129  (0,78) 1/43  (2,32) 1/129  (0,78) 1/43  (2,32)
Cara 0/129  (0,0) 0/43 (0,0 0/129 (0,0 0/43 (0,0
PDV 0/129 (0,0 0/43  (0,0) 0/129  (0,0) 0/43 (0,0
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Mesmo somados aos resultados de SOSSAI et al. (2005), a taxa de
variagdo total de aminoacidos correspondentes a vacina SBm7462 n&o
ultrapassou a trés aminodcidos em nenhuma das populagbes analisadas
guando comparadas a sequéncia Bm86, e ndo ultrapassou a variacdo de dois
aminoacidos quando o padrdo foi a proteina Bm95. A grande maioria das
populacbes apresentou um e zero aminoacido de variacdo no padrdo Bm 86 e
Bm95, respectivamente. De modo geral, as seqiéncias de aminoacidos do
peptideo mostraram-se conservadas entre essas populacdes. Estas porgdes
conservadas evolutivamente, normalmente, exercem importantes funcdes
biolégicas. A identificacdo de seqiiéncias consenso, observadas em estudos de
variabilidade genética entre populacdes distintas geograficamente ou em
condicbes ambientais distintas, infere maior chance de protecdo da vacina
contra outras amostras e até espécies diferentes (DE LA FUENTE e KOCAN,
2003). Além do mais, nem sempre uma mudanca de aminoécido corresponde
a uma mudanca efetiva de epitopo.

Outra informacao relevante é a de que a amostra UFV (de Vicosa), que
apresenta o mesmo padréo de variacdo dos epitopos imunogénicos da maioria
das populacdes, ja foi testada in vivo no R. (B.) microplus vacinado com a
SBm7462 e apresentou eficiéncia vacinal de 81,05% (PATARROYO et al.,
2002).

Mudancas morfologicas, fisioldgicas e/ou moleculares podem implicar
em diferentes graus de susceptibilidade de cepas de carrapato frente a acdo de
medidas de controle (GARCIA-GARCIA et al., 2000). Em muitas linhagens de
carrapatos, uma mutacdo pontual no canal de sodio foi capaz de conferir
altissimas taxas de resisténcia a acaricidas piretroides (HERNANDEZ et al.,
2000, GUERRERO et al., 2001; FOIL et al., 2004). GARCIA-GARCIA et al.
(1999) observaram uma correlagéo inversa na eficacia da vacinagdo com a
rBm86 e a variacdo no locus Bm86, sugerindo que uma variagao superior a
2,8% de aminoécidos é suficiente para conferir menor eficacia vacinal quando
antigenos recombinantes foram usados. A amostra UFV (Vigosa), no entanto,
apresentou variacao total de 8,83%, ao longo da sequéncia da proteina Bm86,
somados os resultados do presente trabalho e os de SOSSAI et al. (2005), e
ainda assim a vacina de peptideos sintéticos SBm7462 apresentou resultados
satisfatorios na avaliagdo da resposta imune humoral e celular (PATARROYO
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et al., 2002). Portanto, os resultados desse trabalho concluem que mesmo
guando uma dada populacao apresenta variacdo significativa ao longo do gene
bm86 ou bm95, as poucas variacbes dos determinantes antigénicos 4822,
4824 e 4823 ndo sdo capazes de interferir na eficiéncia vacinal, sugerindo a

idéia de um imundgeno universal.

5.3. Identidade de sequéncia com outras espécies

Moléculas de artrépodes sao identificadas, purificadas, caracterizadas,
clonadas e possuem suas sequéncias depositadas em banco de dados.
Expressed sequence tags (ESTs) sdao uma poderosa ferramenta utilizada para
a descoberta e identificacdo da funcdo de genes (WIKEL et al., 2001; DE LA
FUENTE e KOCAN, 2003; GUERRERO et al., 2005; KRASKY et al., 2006).

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

O fragmento C de todas as amostras apresentou simiolaridade com a
sequéncia da proteina Rs86 de Rhipicephalus sanguineus (GenBank™ numero
de acesso DQ201646). A Rs86 € ortdloga da Bm86 e também é avaliada como
antigeno protetor (DE LA FUENTE et al., 2006). Apds alinhamento da
sequéncia do R. sanguineus com o fragmento C da amostra Vi¢osa, que segue
um perfil de variabilidade média para a maioria das populagdes, observou-se
identidade de 84,11% entre as seqUéncias (figuras 5 e 6). Nossos dados
reforcam os estudos sobre a proximidade filogenética do Rhipicephaluscom o
Boophilus (MURREL et al., 2000; MURREL et al., 2001; BEATI e KEIRANS,
2001).
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Sequéncias de nucleotideo e deducdo de aminoacidos avaliando
similaridade entre actinas de R.(B.) microplus e Rhipicephalusappendiculatus
mostraram regides com 98% de identidade (DA SILVA VAZ Jr et al., 2005).

WILLADSEN (1997) sugeriu que o conhecimento detalhado da estrutura
e funcdo de antigenos protetores em espécies parasitarias, por meio de
pesquisas moleculares, pode oferecer a oportunidade de pesquisa por
antigenos similares ou protecdo cruzada de vacina. O peptideo 4822 esta
inserido nessa sequéncia do R. sanguineus com a variabilidade de trés
aminoacidos em relacdo ao padrdo Bm95 e dois comparando-se com a Bm86.
Em relacdo ao padrdo Bm95, h4 a substituicdo de uma tirosina (Y) por uma
histidina (H) na posi¢cao 400. Comparando-se com a Bm95 e a Bm86, ha ainda
a substituicdo de uma arginina (R) por uma lisina (K) e de uma lisina (K) por

arginina(R) nas posicdes 403 e 404 (figura 6).

Vicosa GAAGCGATACGGACCAGTATCGGAAAAGAAGTTTTTAAGGTTGAGATACTTAACTGCACG
Rsanguineus GACGCGATAAAGACCAGTATCGGAAGCGAAGTTTTTAAAGTTGAGATACTGAACTGCACA
*k kkhkkkkk *kkhkkhkkhkkhkhkkhkkkkkk* khkkkhkhkkhkhkhkkhkhkk, hhkhkhkhkhkkhkhkkhkkhkkx *k kkhkkkkkx
Vigosa CAGGACATTAAGGCAAGACTCATAGCAGAGAAACCACTGTCAAAATACGTGCTCAGGAAA
Rsanguineus GAGGACATTAAAGCAAGGCTCATAGCATCGAAACCGCTGTCAAAGCACGTGCTCAAGAGG
khkkkhkhkkhkkhkkhkkhkkx khkkhkkk *hkkkhkkkhkk*k *kkkhkkkhk Khhkkkkkk*k khkkkkkhkkkk *x
Vigosa CTACAAGCATGCGAGCATCCAATCGGCGAATGGTGCATGATGTATCCGAAGTTGCTGATC
Rsanguineus CTTCAGGCGTGCGAGCATCCTGTCGGTGACCTGTGCATGCTGTATCCGAAGTTGCCGATC
*k kk kk khkkhkkkkkkhkkk * Kk kK kK hkhkhkkhkhkkhk hhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhxk,k *xkxx
Vigosa AAGAAAAACTCTGCAACAGAAATTGAAGAAGAGAACCTTTGCGACAGTCTGCTCAAGAAT
Rsanguineus AAGAAAGGTTCTGCAACAGAAATCGAAGAAGAGAACCTTTGCGACAGTATCCTCAAGACG
* Kk Kk k kk hhkhkkhkkhkhhkhkhkhkhkhhkh *hhhkkhkhkkhkhkhkrhk,khkhkhkhhkrhrhrkhkk *x **x*,kxk*x*%
Vigosa CAGGAAGCTGCCTACAAAGGTCAAAACAAATGCGTCAAGGTCGACAACCTCTTCTGGTTC
Rsanguineus CAGGAAAATGGATACAAGGGTCAGAACAAGTGCGTCAAGGTCGATAACTTTTTCTGGTTC
* Kk Kk kK * * khkhkkhk Kkhkhkkhkk Khhkkhkhkkhk hhkkhkkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkk hhkk k kAkhkkkkkkk
Vigosa CAGTGCGCTGATGGTTACACAACAACTTACGAGATGACACGAGGTCGCCTACGCCGCTCC
Rsanguineus CAGTGCGCTGACGGTTATAGAGCAGTTGACGAGATCGAACGAGGTCGCCTACGCCGCTCC
*khkhkkhkkkhkkhkkhkkhkkk khkkkrk *x Kk k% *  kkk kK kK R R S R I R I I
Vigosa GTGTG
Rsanguineus GTGTG
* Kk kK Kk

Figura 5. Alinhamento parcial, utilizando ferramentas do site JustBio, do gene bm86
dos nucleotideos1125 ao 1489, da populacdo UFV (Vigosa) com a sequéncia da
proteina Rs86 de Rhipicephalussanguineus depositada no GenBank™ numero de
acesso DQ201646. As semelhancas sdo indicadas por asterisco (*) e as diferencas
pela auséncia do mesmo. A sequéncia em negrito e sublinhado corresponde ao

peptideo 4822 da vacina sintética SBm7462.
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Bm95 GAIRTSIGKEVFKVEILNCTQDIKARLIAEKPLSKYVLRKLOACEHPIGEWCMMYPKLLI
Bm86 EATIRTSIGKEVFKVEILNCTQDIKARLIAEKPLSKHVLRKLQACEHPTIGEWCMMY PKLLT
Vigosa EAIRTSIGKEVFKVEILNCTQDIKARLIAEKPLSKYVLRKLQACEHPIGEWCMMY PKLLI
Rsanguineus DAIKTSIGSEVFKVEILNCTEDIKARLIASKPLSKHVLKRLQACEHPVGDLCMLYPKLPI
kk kkkk khkkkkhkkkhkhkk Khhhkkkkhkhkk Khhkkkk *kk  kkkkkkk Kk kk Kkkkk K
Bm95 KKNSATEIEEENLCDSLLKNQEAAYKGONKCVKVDNLFWFQCADGYTTTYEMTRGRLRRSV
Bm86 KKNSATEIEEENLCDSLLKDQEAAYKGONKCVKVDNLEWEQCADGYTTTYEMTRGRLRRSV
Vigosa KKNSATEIEEENLCDSLLKNQEAAYKGONKCVKVDNLEWEQCADGYTTTYEMTRGRLRRSV
Rsanguineus KKGSATEIEEENLCDSILKTQENGYKGONKCVKVDNFEFWEFQCADGYRAVDEIERGRLRRSV
kok kkkkkkkhkhkkkkhkk Kkk Kk kkkhkkkkhkkkkk Kk hkhkkkkkk Kk kkkkkkkk

Figura 6. Alinhamento parcial, utilizando ferramentas do site JustBio, do gene bm86
dos aminoéacidos 365 ao 485, das proteinas Bm95, Bm86, da populacdo UFV (Vigosa)
e da sequéncia da proteina Rs86 de R. sanguineus depositada no GenBank™,
nimero de acesso DQ201646. As semelhancas sao indicadas por asterisco (*) e as
diferencas pela auséncia do mesmo. A sequéncia em negrito e sublinhado

corresponde ao peptideo 4822 da vacina sintética SBm7462.

As sequéncias 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). Os autores dessa
sequéncia estudaram o uso da vacina recombinante Bm86 (TickGARD™) em
outras espécies de carrapatos além do R. (B.) microplus (DE VOS et al., 2001).
A amostra Vicosa apresentou 77,56% de identidade com a sequéncia HA98, no
fragmento C. Na sequéncia do peptideo 4822, uma lisina (K) e uma arginina
(R) foram substituidas por uma asparagina (N) comparando-se as sequéncias
Bm86 e Bm95. E uma tirosina (Y) ainda foi substituida por uma histidina (H) em
relacéo ao padrao Bm95 (figura 7).

Em relacéo aos nucleotideos compreendidos entre o numero 39 ao 438,

grandes taxas de variabilidade foram apresentadas (figura 8).
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VigosaC

HA98

Bm86
Bm95
VigosaC

HA98

Bm86
Bm95
VigosaC

HA98

Bm86
Bm95
VigosaC

HA98

Bm86
Bm95
VigosaC

HA98

Bm86
Bm95
VigosaC

HA98

Bm86
Bm95
VigosaC

HA98

Bm86
Bm95
VigosaC

HA98

850 860 870 880 890 900 910 920
O P e e [ L e e o o o [ [ I
839 TCGTGTGCACAAAGGAACTGTGTTGTGTGAGTGCCCGTGGAATCAACATCTAGT GGGGGACACGTGCATAAGTGATTGCGTCGACARGAA
R VHIKGTV VL CETZC?PWNSOQHTILV GDTTZ CTISDTCVDIKK
839 ......... L

839 ......... L€

839 C.ivvvinninnn. A..A.TCAG....... Ao, CIG....... A...C...AC.GA.A....GC...... ) T..C.G

930 940 950 960 970 980 990 1000 1010
O P e [ e e e o P [ I
929 ATGCCACGAAGAATTTATGGACTGTGGCGTATATATGAATCGACARAGCTGCTATTGTCCATGGARATCAAGGAAGCCGGGCCCAARTGT
¢c H EEFMDTCGVYMNIRSOQSTCYTCU?PWI KSR RI KPS GU?PNUV
L2 P

L G PP
929 ...T..... GA.C....C...... C..A..G..C..... CAA....G.T...ivvnnn.. G....CCA.G..ouvtnnn CC.GG.GGC.
1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080 1090 1100

e e I Y

1019 CRACATCAATGAATGCCTACTGRATGAGTATTACTACACGGTGTCATTCACCCCAAACATATCTTTTGATTCTGACCATTGCARATGGTA
N I NECLULNEY Y YTV s FTU®PNTISFDSDHT CI K WY

1019 .ot L S L C

N I NEIRULULNEY Y YTV s F TUPNTISF DS DHTCIZ KRY
100 ot e i e Bttt ittt e C

N I NECLULNEY Y YTV s F TUPNTISFDSDHTCIZ KRY
1019 .G.G L O PN Govvvnnnn C..AC.AA......cvvivnnn G.G.....

1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190
S T e e e e e e e e e e e I I I
1109 TGAGGATCGTGTTTTGGAAGCGATACGGACCAGTATCGGAAAAGAAGTTTTTAAGGTTGAGATACTTAACTGCACGCAGGACATTAAGGC
EDU RV L EATIURTSIGZ XKEVFKVETITLNTCTIOQDTI KA

P
EDU RV L EAIURTSI G XKEVFKVETITLNTCTIOQDTI KA

1109 AA...... CoetiGann GA..... GCovnt GTT..... [P Aol AGiiiii i, C.T...
E XK R V L A MRTATIGVEV FKVETIMMNTCTOQDTIMA
1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280

P e [ L e e [ e e I I I I I
1199 ARGACTCATAGCAGAGAAACCACTGTCAAAACACGTGCTCAGGAAACTACAAGCATGCGAGCATCCAATCGGCGAATGGTGCATGATGTA
R L I A E K PIL S KHV LRI KULOQATCEHI|P I GEWCMMY

1199 .C.G..T..... GAGT.GG..¢........ T..T...T.G.AC..G..Tu..vivivnn.nn C}.CG....T..C.TC...... C....
R L I A S RUPL SNUHV LN IKUILOQATCEH|P V GDFCMTILY

1290 1300 1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370
P P [ L [ L e e S e o [ I I
1289 TCCGAAGTTGCTGATCAAGAAARACTCTGCAACAGARATCGAAGAAGAGAACCTTTGCGACAGTCTGCTCAAGGATCAGGAAGCTGCCTA
PKLL I K KNS SATTETITETETENT LT CDS ST LULZ KDOQEA AR BAY

1289 i [ Tt e e Ao,
PKLL I K KNS SATETIZEZEZENTILT CTDS ST LULI KNZ QEA AA AY
1280 e Tt e e Ao,
PKLL I K KNS SATETITZEZEZENTLT CDS ST LULI KNZ QEA AA AY
1289 ..ol Covivnnnnn GGG.vvvivnnn [ Covvnn Govnn CT.G A.C..... GAAG.....

1380 1390 1400 1410 1420 1430 1440 1450 1460

B R PR R PR PEEE) PEREY FPERY PETRY EETRY PEPEY PEPRY FREEY EPERY PR PR PEEEY ERRE B
1379 CAAAGGTCAAAACAAATGCGTCAAGGTCGACAACCTCTTCTGGTTCCAGTGCGCTGATGGTTACACAACAACTTACGAGATGACACGAGG

K GQNZXKCVZEXKVDNTLTFW®WEFOQCADGYTTTZYEMTRG

K G6GQNI KT CVEKVDNTLUFWU FQCADGYTTTYZEMTRG
1379 ...G...G.G..... Goveii i L A..Covvnnn G.G..GT.CG...TG.C...A.G..
K G ENI K CVEKVDDV FYWU FQCADSGYURAVYVRDUVTRG

1470 1480 1490 1500 1510 1520 1530 1540 1550
O e e [ e e e O T P P P
1469 TCGCCTACGCCGCTCCGTGTGTAAAGCTGGAGTTTCTTGCAACGAAAACGAGCAGTCGGAGTGTGCTGACAAAGGGCAAATATTTGTTTA
R L RRSUVCIKA ASGVSCNENZEZ QS SETCADI KGO QTITFUVY

O Tevvnivnnns Ao...o... Toevnnnn G C

R L RRSVCKAGV S CNZENZEZ QTILET CANIE KGO QTITCUVY
N Tevvninnnns AL, Toovnnnn G C

R L RRSVCKAGVYV S CNZENEJ QTILET CANIZ KGO QTITZCUVY
1469 ...... Gevvvnnnnnnn C..C..... Covvn c..C....CA..T..A..A...CT...T..... CA it G C.T

R L RRSVCKAGV S CTDI KEOQOQTLUDT CANZ KGO QTITCUVTF
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Continua...

1560 1570 1580 1590 1600

FS T P L s I [ I |
Bm86 1559 CGAAAACGGCAAAGCGAATTGCCAATGCCCACCAGACACTAA 1600

E NG K ANTCOQC P P DT
Bm95 1550 e e e 1600

VigosaC 1550 e e 1600

HA98 1559 ...... T.AG...C.A........ G..T..Govvvnnnt GT 1600
ENEK PN COQC P P DT

Figura 7. Alinhamento das sequiéncias parciais, gerado pelo software BioEdit® versao
7.0.5.3, dos genes bm86 e bm95 compreendidos do nucleotideo 839 ao 1600,
denominado fragmento C, e das sequéncias protéicas codificadas dos aminoacidos
270 ao 522 da amostra UFV (Vigcosa) de R. (B.) microplus, da proteina HA98 de H. a.
anatolicum (GenBank™ numero de acesso AF347079) em comparacdo com as
amostras padres Bm86 (Yeerongpilly) e Bm95 (Cepa A). Os nucleotideos idénticos
ao padrao Bm86 sdo indicados por pontos, os diferentes pelos nucleotideos
correspondentes. O retangulo indica a seqiiéncia correspondente ao peptideo 4822 da
vacina sintética SBm7462.

As sequéncias amplificadas com os primers A, 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). Apdés alinhamento, a sequéncia
identidade representou 71,05%. A porcdo do peptideo 4823 ndo esté inserida

nesse fragmento (figuras 9 e 10).
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40 50 60 70 80 920 100 110 120
TS O e e I [ P

Bm86 39 GGCATCGCTTTGTTCGTCGCCGCTGTTTCACTGATTGTAGAGGGCACAGCAGAATCATCCATTTGCTCTGACTTCGGGAACGAGTTCTGT 128
G I AL F VAAV S LIV EGTMA AWUEHSSICSDUFGNE F (
Bm95 L 128
G I A L F VAAV S L I VEGTA AU ESS I CS DUV FGNEF C
VicosaA 30 e e e e Tt 128
G I AL F VAAV SL I VEZ CTA AHSSICSDUFGNE F (
HA98 39 A..CCAC.......... T.G....A...TG..C..C....GAT..G.G.G.C.J.GTTCT.CG.GC.CAACCAACGTCATCT.TC.G..C} 128
G A I L L I V GCAGZOQVLURAOQU?PT S S V C §
130 140 150 160 170 180 190 200 210
T e [ e e e e e L e I I P
Bm86 129 TGAATGTGAAGTGGTGCCTGGTGCAGAGGATGATTTCGTGTGCAAATGTCCGCGAGATAATATGTACTTCRAATGCTGCTGAA 218
R N4 ECEV VP GAZETDU DU FV CKCUPRUDNMYF N A A E
Bm95 72 T 218
R N} ECEV VP GAEDU DU F V CKC?PRUDNMYF N A A E
VicosaA [ O Covniiii i PP 218
R N4 ECEV VP GAETDDU F V C K CU?PIRIDNMYF DN A A E
HA98 129 [GA.TT. .|QGA..CAGTTTTGCCA.AAC.CC.AGTGC..G.TAA.TCCTG.T.G.GAGGATGATTTCGTGTGCAGA.G.CCGARA.A...C 218
D F K o F C QN AETCEWVI?PGREDU DU FV CRCP K DD
220 230 240 250 260 270 280 290 300
B I I I I FE R R PP P IR I PR R R R R PR (P [
Bm86 219 AAGCRAATGCGAATATARAGACACGTGCAAGACAAGGGAGTGCAGCTATGGACGTTGCGTTGAAAGTAACCCGAGCAAGGCTAGCTGCGTC 308
K ¢ ¢C EY K DTT CI KTWRETCSYGR CVESNU?P S KA S C V
Bm95 219 L T et e e it e e e Govvvvnnnnn 308
K o CEY K DTTCZ KT RET CSYGRCVESNUP S KG S C V
VicosaA 219 P 308
K 9 CEY K DTTCZ KT RET CSYGRCVESNUZP S KA S C V
HA98 219 .T.T.C.A.A.TGC.GC...A.RACAATGCGA.TATA.AA.G.CG.GCAA.AC.GT..AGTGC. .CT.TGGA.ATTGC.T.CAGATTAG. 308
M Y Y NAAE K OQ CE Y K RT CI KTV ET CS Y GNCV Q I S
310 320 330 340 350 360 370 380 390
Bm86 309 TGCGAAGCATCGGACGATCTAACGCTACAATGCAAARATTAAAAATGACTACGCAACTGACTGCCGAAATCGAGGTGGCACTGCTAAGTTG 398
cCc EASDDULTULGQQCI KTIKNUDY YA AT DT CIRNIRGGTA KL
Bm95 309 ... [ Cet it e 398
cCc ER SDDULTULQCI K I KNDY AT DT CI RNIRSGS GTAI KL
VicosaA 300 e e Attt Ac..CRAG. it i 398
c EASDDULTUL Q CK I KN EYATTDT COQNIRGG T A K L
HA98 309 CCA.GCAG.A.T..TTG.GG.TGC.A.GGTGT.G.C.CACT..CGCTAA.GTGCGGCATTCAAGA.TGGTAC.C.AATGAGTGCGGARAG. 398
P 66 RTDTCGT COQGUVDTULTULI KT CGTIOQEWYANZETCG R
400 410 420 430
O e e e [P P I
Bm86 399 CGCACGGATGGGTTTATTGGCGCAACGTGTGACTGTGGTG 438
R T D G F I G A T C D C G X
Bm95 300 e e 438
R T D G F I G A T C D C G X
VicosaA 300 i e e e 438
R T D G F I G A T C D C G X
HA98 399 A.GGGT.GAACTGC.G.GC.GCGC...GA..GG.T.CT.. 438

R G GG T AV RRT DG F L X

Figura 8. Alinhamento das sequéncias parciais, gerado pelo software BioEdit® versao
7.0.5.3, dos genes bm86 e bm95 compreendidos do nucleotideo 39 ao 438,
denominado fragmento A, e das sequéncias protéicas codificadas dos aminoacidos 3
ao 135 da amostra UFV (Vicosa) de R. (B.) microplus e da proteina HA98
(GenBank™ numero de acessoAF347079) em comparacdo com as amostras
padrdes Bm86 (Yeerongpilly) e Bm95 (Cepa A). Os nucleotideos idénticos ao padréao
Bm86 séo indicados por pontos, os diferentes pelos nucleotideos correspondentes. O
retangulo indica a seqiiéncia correspondente ao peptideo 4823 da vacina sintética
SBm7462.
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Vigosa ATGATTTCGTGTGCAAATGTCCGCGAGATAATATGTACTTCAATGCTGCTGAA
HA981like ATGATTTCGTGTGCAAATGCCCGAACGATGACATGTACTACAATGCCGCAGAA
Kk kkkkkkhkkhkkkkrkkhkk Kxkk Kkk ok kkkkkkk kkkkkk Ak kokk
Vigosa AAGCAATGCGAATATAAAGATACGTGCAAGACAAGGGAGTGCAGCTATGGACGTTGCGTT
HA98like AAACAATGTGAATATAAAAGGACGTGCAAAACTGTCGAGTGTAGCTATGGATACTGCTAT
Kk Kk kkhkkkKk KAkhkkkkkkhkkk K*kkhkkkk k) k K%k KkkhkKkkhk Kkhkkkkkkhkk*k * Kk * *
Vigosa GAAAGTAACCCGAGCAAGGCTAGCTGCGTCTGCGAAGCATCGGACGATCTAACGCTACAA
HA98like GAGATTAGGCCAGGCAGAACTGGTTGTGGATGCCAAGGTGTCGACACACTAACGCTAAAG
kk ok kk kk Kk K kk ok kK K kkk kkk ok k Kk kkkkkrkk Kk
Vigosa TGCAAAATTAAAAATGAATACGCAACTGACTGCCAAAACAGGGGTGGCACTGCTAAGTTG
HA981like TGCGGCATTCAAGAATGGTTCGCTAATGACTGCGGAAGGAAGGGTGGAACTGCTGTGCTG
* ko *ok Kk Kok Kk Kk okkk ok kkkkkkk Kk Kk kokkkkk Kkkkkkk ok kK
Vigosa CGCACGGATGGGTTTATTGGCGCAACGTGTGAC
HA98like CGCACGGATGGATTTCCTGGCGCAAGGTGCGAT
kkkkkkkkkkk khk  kkkkkkkk kkk Kk *k

Figura 9. Alinhamento, utilizando ferramentas do site JustBio, do gene bm86 dos
nucleotideos166 ao 431, da populagdo UFV (Vicosa) com a sequéncia de HA98-like
de H. a. anatolicum depositada no GenBank™, nimero de acesso DQ022371. As

semelhancas séo indicadas por asterisco (*) e as diferenc¢as pela auséncia do mesmo.

Bm95 DEVCKCPRDNMYFNAAEKQCEYKDTCKTRECSYGRCVESNPSKGSCVCER
Bm86 DEVCKCPRDNMYENAAEKQCEYKDTCKTRECSYGRCVESNPSKASCVCEA
Vigosa DEFVCKCPRDNMYEFNAAESCVCEASDDLTLQCKIKNEYATDCONRGGTAKL
HA981like DEVCKCPNDDMYYNAAEKQCEYKRTCKTVECSYGYCYEIRPGRTGCGCQG
KAKK KKK ok okk s kAR K hAR KKk Akkk Akkkk * Kk Kk . Kk K.
Bm95 SDDLTLQCKIKNDYATDCRNRGGTAKLRTDGFIGATCD
Bm86 SDDLTLQCKIKNDYATDCRNRGGTAKLRTDGFIGATCD
Vigosa KQCEYKDTCKTRECSYGRCVESNPSKARTDGEFIGATCD
HA981like VDTLTLKCGIQEWFANDCGRKGGTAVLRTDGFPGARCD
Kokokk ek ks sk KKk skkokk kkkkAk Kk Kok

Figura 10. Alinhamento, utilizando ferramentas do site JustBio, do gene bm86 das
proteinas Bm95, Bm86, da populacdo UFV (Vicosa) e da sequéncia HA98-like de H.
a. anatolicum depositada no GenBank™, numero de acesso DQ022371. As

semelhancas séo indicadas por asterisco (*) e as diferencas pela auséncia do mesmo.

Embora a protecdo cruzada possa nao ocorrer, a probabilidade de
sucesso e 0s beneficios dessa ja representam um forte motivo que justifique a
sua investigacdo (WILLADSEN, 2004). Outros estudos ainda devem ser
realizados para inferir sobre o uso da vacina SBm7462 em outras espécies de
carrapatos, com testes adequados em laboratério e a campo. Contudo, as

expectativas sdo animadoras, visto que, mesmo a rBm86 sendo mais sensivel
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ao polimorfismo genético entre populagcdes do que a vacina por peptideos
sintéticos, pesquisadores jA encontraram resultados satisfatorios no teste com
a vacina recombinante rBm86 em outras espécies de carrapatos. Os melhores
resultados foram para Boophilus annulatus (PIPANO et al., 2003), B.
decoloratus, Hyaloma dromedarii e H. anatolicum (DE VOS et al., 2001).
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6. CONCLUSAO

Os resultados desse trabalho concluem que, mesmo quando uma dada
populacao apresenta variagao significativa ao longo do gene bm86 ou bm95, as
poucas variacdes dos determinantes antigénicos 4822 e 4823 nao sao capazes

de interferir na eficiéncia vacinal, sugerindo a idéia de um imundgeno universal.
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Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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