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INTRODUCAO

RESULTADOS E DISCUSSAO

Amblyomma sculptum é o carrapato de maior importancia médica no
Brasil, sendo o principal vetor da bactéria Rickettsia rickettsii, causadora
da febre maculosa brasileira®8, além de ocasionar prejuizos na pecudria. O
controle deste ectoparasita tradicionalmente se baseia no uso de acaricidas
quimicos®, os quais podem gerar impactos ambientais adversos’. Em busca
de métodos de controle mais eficazes e seguros, pesquisas anteriores
testaram quatro proteinas, rAsKunitz (K), rAs8.9kDa (8.9), rAsBasicTail
(BT) e rAsQuimera (Qui), evidenciando eficacia vacinal superior a 80%
contra fémeas de A. sculptum!. Na tentativa de obter um antigeno Unico
com eficécia superior aos testados anteriormente, este estudo teve como
objetivo identificar e selecionar as regides mais antigénicas das proteinas
K, 8.9, BT e Qui e montar um Unico antigeno vacinal contra o A. sculptum.

METODOLOGIA

Foram sintetizados 175 peptideos (Fig. 1), correspondentes a diferentes
regides das proteinas-alvo, por meio de um sintetizador automatico de
peptideos (ResPep SL, Intavis), e depositados em membranas de
nitrocelulose. Essas membranas foram hibridizadas com soros de
camundongos previamente imunizados com as proteinas recombinantes,
permitindo a identificagéo das regides com maior reatividade antigénica.

A partir dos dados obtidos, selecionou-se um conjunto de 22 peptideos
reagentes para a montagem da proteina quimérica, denominada
rAsQuimerall. Nessa construcdo, os peptideos foram unidos utilizando
espagadores (GSGSG) e uma cauda de histidina para facilitar a purificacéo.
O gene correspondente foi clonado no plasmideo pET28a-TEV e a
expressdo foi realizada em Escherichia coli BL21. A proteina
recombinante foi, entdo, purificada por meio de cromatografia de afinidade
para histidina e sua expressdo validada por SDS-PAGE e Western Blotting
com anticorpos anti-His.
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Figura 1: Esquema da sintese de peptideos em membrana de
nitrocelulose.

Dos 175 peptideos sintetizados, 57 demonstraram reatividade com os soros
dos camundongos imunizados. Destaca-se que:

e O antissoro da proteina BT reagiu com 3 peptideos;

e O antissoro da rAsQuimera (Qui) reconheceu 27 peptideos (dos
quais 12 apresentaram reatividade cruzada com outras
proteinas);

e  Osantissoros das proteinas rAs8.9kDa (8.9) e rAsKunitz (K)
reagiram, respectivamente, com 25 e 21 peptideos.
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Figura 2: Etapas para selecdo de regifes antigénicas das proteinas alvo.
A — Imagem da membrana de nitrocelulose no software que avalia a
intensidade dos spots.
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Figura 3: Numero de spots reconhecidos pelos soros.

A partir dessas reatividades, foram selecionadas 22 sequéncias que,
intercaladas por espagadores GSGSG e finalizadas com uma cauda de
histidina, formaram a proteina quimérica rAsQuimerall. Esta proteina
possui 570 aminoacidos (Fig. 4), peso molecular estimado de 57,3 kDa e
ponto isoelétrico de 9,73.
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MG HEHEEEENIYEGEHMAS TTGTQETKPTTVATTGSGSGGTRCKITHIPGVTEGGS
GSGRCKITHIPGVTEGVCGSGSGSELEQHYEAMKARDPKGSGSGVVPPPAPATPDK
RANMGSGSGPPLIEPTFAHDPRKANGSGSGTTTLTLPPGPAKSVNPGSGSGIVRGCP
PKDAQGSVVGSGSGGHERPSIERWYFD CSDHSDPEGACRGSGSG
VTVENGACIFERNTLPDGEGSGSGTEGVCIDLLGMEGCHPPNDTFARRFMKFWGSG
SGKFWVKDNTTPTTGTQETKPTTVATTTTT! RPKFCYAKAKEGQCGHER
PSIERGSGSGTKRPKTSKKNKTKTSTKPTTEFSWGSGSGATTTTTQSSTTTKSKSTKK
PKKTKKTKGSGSGKSTKKPKKTKKTKRPKTKRPKTSKKNKTKGSGSGGKEQQSPSR
PRPACTAGSGSGKRLIWEADHERKEAMLGSGSGRNFGVDPGCRVQWTPDGVYPQC
CPRQVGSGSGTCYAARREVNATLCRNFGVDPGCRVGSGSGPDGVYPQCCPRQVC
DGTNLE

Figura 4: Sequéncia da rAsQuimerall.

Os testes de expressdo mostraram que a rAsQuimerall foi produzida com
sucesso no sistema heterdlogo utilizando E. coli, conforme evidenciado
nos ensaios de SDS-PAGE (Fig. 5) e Western Blotting (Fig. 6). A
recombinante foi usada com antigeno em uma formulagéo vacinal a fim de
testar sua eficacia na protegdo de hospedeiros contra o carrapato A.
sculptum. Apds teste vacinal inicial, a recuperacéo das ninfas foi de 66,6%
e 70% nos grupos G1 (PBS) e G2 (PBS+AIOH), respectivamente, 57,5%
em G3 (8.9+AIOH) e 62,5% em G4 (Quimera II+AIOH). Ndo houve
diferenca no tempo de alimentagdo das ninfas, mas as médias de peso dos
grupos G1 e G3 foram significativamente maiores que a de G4.
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Figura 5: PAGE do clone de E. coli expressando a rAsQuimerall (T2- 2h
e T10- 10h ) e ap6s purificacdo em coluna de afinidade (Purificada).
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Figura 6: Western Blotting da rAsQuimerall com anticorpos Anti-poli
His

Esses resultados demonstram a viabilidade da producéo da proteina
recombinante e sugerem que a estratégia de composicdo por multiplos
peptideos antigénicos é promissora para o desenvolvimento de novas
abordagens no controle de A. sculptum.

CONSIDERAGOES FINAIS

A técnica de spot sintese, seguida de hibridizagdo com antissoros, mostrou-
se eficaz para a identificagdo de 22 peptideos com alta reatividade
antigénica dentre os 175 testados. A montagem e expressao da proteina
quimérica rAsQuimerall foram validadas com sucesso, estabelecendo uma
base para o desenvolvimento de estratégias vacinais contra o carrapato
Amblyomma sculptum. Apesar dos resultados vacinais iniciais indicarem
protecdo moderada, os dados obtidos fornecem subsidios relevantes para
otimizagdes futuras e para o aperfeicoamento das formulagdes vacinais.
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