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Resumo

As carragas s3o ectoparasitas hematofagos obrigatorios que transmitem
uma grande variedade de agentes patogénicos sendo considerados
os principais vectores de doengas no caso de animais. Os piroplasmas
Babesia bovis ¢ B. bigemina sdo transmitidos essencialmente por carragas
Rhipicephalus microplus ¢ R. annulatus, consideradas os ectoparasitas de
maior impacto econémico na produgdo de gado. O método mais utilizado
no controlo destes vectores continua a ser o uso de acaridas apesar
das desvantagens que apresentam. As vacinas contra carragas ndo tém
tido o impacto esperado devido a dificuldade em identificar antigénios
eficazes. O antigénio calreticulina foi identificado em R. annulatus num
estudo anterior onde foi demonstrado o seu envolvimento no processo
de infecgao por B. bigemina. Para testar este antigénio em ensaios de
vacinagdo, a sua caracterizagdo prévia ¢ essencial. Uma alternativa de
baixo custo para testar antigénios ¢ a observagao dos efeitos biologicos
causados pela inoculagdo na carraga de drogas ou anticorpos contra uma
determinada proteina. A alimentagdo artificial de carragas, apesar de
ndo permitir a substituicdo de ensaios em gado, possibilita a obtengao
de dados criticos na selecgdo de antigenios optimizando recursos. No
estudo aqui apresentado pretendemos avaliar o efeito de anticorpos
policlonais anti-antigénios de interesse no processo de alimentagao e
infecgdo, em carragas fémea, R. microplus, alimentadas artificialmente.

Palavras Chave:
Vector; anticorpos policlonais; alimentagdo artificial; Babesiose;
Boophilus.
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Abstract

Ticks are obligate haematophagous ectoparasites that can
transmit a wide variety of pathogens being considered the
principal vectors of disease among animals. The piroplasms
Babesia bigemina and B. bovis are transmited mainly by
Rhipicephalus microplus and R. annulatus ticks. Acaricides are
still the most common method of tick control despite the
disadvantages presented by them. Anti-tick vaccines despite
promising are still inadequate mainly due to the lack of
effective antigens. Calreticulin has been identified as being
involved in B. bigemina infection in R. annulatus ticks in a prior
study. It is essential to characterize this antigen before using
it on a vaccination trial. A low cost alternative to test antigens
is the observation of the biological effects caused by the
inoculation of substances or antibodies against that antigen.
Tick artificial feeding, even though it doesn’t substitute
vaccination trials in cattle, it allows to achieve critical data
that for sure will optimize resources. Herein polyclonal
antibodies raised against calreticulin were supplemented to a
blood meal, offered in capillary tubes to partially engorged R.
microplus females and their effect in feeding process as well as
infection was analyzed.

Key Words:
Vector, Boophilus, polyclonal antibodies; artificial ~feeding;
babesiose.



Introdugio

O conceito “One health” reconhece a necessidade do trabalho
conjunto de veterinarios, médicos e cientistas ambientais
dada a interface dinamica entre pessoas, animais e ambiente.
Este conceito ¢ cada vez mais importante para doencas zoo-
noéticas, tais como as doengas transmitidas por carragas que
dependem de animais como reservatorio [1]. As carragas sao
artropodes resilientes e constantes no meio ambiente com
um ciclo de vida complexo. Estes ectoparasitas hematofagos
tém um efeito directo negativo no hospedeiro vertebrado
enquanto se alimentam e mais importante actuam também
com vectores, bem como reservatorios, de diversos agentes
patogénicos [2].

As carragas Rhipicephalus microplus, anteriormente designa-
das Boophilus microplus sdo os ectoparasitas mais importantes
na produgio de gado bovino uma vez que nio so levam a
redugdo de peso, afectam a produgio de leite e carne mas
também estao envolvidos na transmissao de babesiose bovi-
na (Babesia bovis e B. bigemina) e de anaplasmose (Anaplasma
marginale) [3, 4] que sdo as doengas transmitidas por carra-
¢as (DTC's) mais prevalentes e com maiores custos na area
de produgao de gado [5].

A utilizagao de acaricidas quimicos ¢ uma das maiores com-
ponentes de entre os métodos de controlo actualmente uti-
lizados, no entanto a sua aplicagdo ¢, na maioria dos casos
incorrecta, o que provoca uma eficacia limitada em termos
de redugio das infestagdes; para além deste factor negativo
a sua utilizagdo promove nao s6 a selecgao de ixodideos re-
sistentes, como esta associada a contamina¢ao ambiental e
contaminagao do leite e carne [6, 7]. O desenvolvimento de
novos acaricidas com caracteristicas melhoradas seria uma
perspectiva possivel mas ¢ um processo longo e dispendio-
so, reforcando a necessidade de alternativas. O desenvol-
vimento de vacinas anti carraga € uma alternativa com um
potencial significativo visto que podera combinar antigénios
promovendo o combate tanto ao vector como ao agente pa-
togenico [6, 8]. O objectivo principal de uma vacina contra
artropodes vectores € o controlo das infestagdes do vector
tendo como consequéncia a redugao de prevaléncia de do-
enca transmitida por vector (DTV's). O impacto das va-
cinas nas DTV’s pode ser confirmado por (a) redugao da
populagao de vectores levando a uma menor exposigao dos
hospedeiros susceptiveis a agentes patogeénicos, (b) redugao
da capacidade vectorial do artropode e, preferencialmente,
(c) uma combinacao destes Gltimos factores [9, 10]. Com
a excepgao do antigénio BM86, direccionado contra R. mi-
croplus, que alcangou o desejado status de vacina comercial
[11-14], a identificagdo de antigénios eficazes continua a
ser a maior limitacio no desenvolvimento de novas vacinas
[15]. Os avangos na caracterizagdo de genomas de carragas
bem como o uso da bioinformatica, RNA de interferéncia
(RNAi), mutagénese, transcriptomica, proteémica entre

outras tecnologias, permitiu avango significativo na area de
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identificagdo de potenciais antigeénios, tendo nos Gltimos
anos aparecido um nimero consideravel de nova informa-
cao [8, 16-23].

Recentemente foram identificados genes diferencialmente
expressos em carragas Rhipicephalus fémeas infectadas por
B. bigemina usando genémica funcional [18]. A proteina Cal-
reticulina (CRT) foi identificada como estando envolvida
no processo de transmissao de B. bigemina em carragas Rhi-
picephalus. A CRT ¢ uma proteina muito conservada tendo
sido identificada em diversos organismos com a excepgio
de leveduras e procariotas [24]. Em carragas CRT ¢ uma
proteina que existe nas glandulas salivares e saliva sendo que
devido as suas fungbes anti coagulagao e de complemento,
muito provavelmente ¢ essencial na transmissao de agentes
patogénicos e no processo de alimentagao. Assim a possibi-
lidade de usar esta proteina numa vacina contra carragas ¢
evidenciada [25]. De facto esta proteina foi ja utilizada em
diversos estudos de imunizagao [26-28] com alguns resul-
tados positivos. No entanto em ensaios de imunizag¢ao com
CRT recombinante em gado bovino, contra R. microplus, os
resultados ndo foram encorajadores devido a baixa capaci-
dade imunogénica desta proteina em bovinos [28].

A caracterizagdao de potenciais antigenios protectores por
vacinagado tem um custo muito elevado especialmente
quando direccionados a R. microplus. Esta carraca tem uma
elevada especificidade de hospedeiro [29] e sua produgao
em laboratorio tem muitos constrangimentos [30]. Assim a
necessidade da existéncia de bovinos ¢ quase sempre obri-
gatoriedade aquando da condugdo de experiéncias labora-
toriais. Uma alternativa de baixo custo para testar novos
compostos ¢ a directa inoculagdo nas carragas de drogas
ou anticorpos contra determinada proteina. Apesar de nao
abolir totalmente o uso de bovinos reduz significativamente
a sua necessidade [31]. A alimentagdo artificial de carracas
¢ uma tecnica amplamente utilizada para diferentes propo-
sitos [31-34], para além de mimetizar o processo natural
de alimentagdo tem a vantagem de ser possivel manipular
a refei¢ao de sangue. A técnica de alimentagdo artificial por
tubos capilares pode ser utilizada em estudos de imuniza-
¢ao/vacinagao uma vez que anticorpos policlonais ou mo-
noclonais podem ser suplementados a refeigao [31, 32] e
o seu efeito em parametros biologicos pode ser analisado
posteriormente. Este € um método aparentemente rapido,
simples e de baixo custo para caracterizar e seleccionar an-
tigénios que futuramente poderdo integrar um estudo de
vacinagao em bovinos.

No presente estudo grupos de carragas fémeas adultas (R.
microplus parcialmente alimentadas) foram alimentadas com
sangue bovino suplementado de anticorpos policlonais anti
CRT e também com sangue bovino infectado com B. bige-
mina suplementado dos mesmos anticorpos. A técnica de
alimentagdo artificial por tubos capilares foi utilizada para
analisar o efeito de anticorpos policlonais em parametros

biologicos e na infecgao por B. bigemina.
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Materiais e métodos

O presente estudo foi desenvolvido em concordancia com o
uia de uso e manipulacao de animais laboratoriais da Uni-
g pulag

versidade de Querétaro, México.

1. Expressao e purificagio de calreticulina
recombinante

A sequéncia codificante correspondente a CRT foi obtida
por PCR (Polymerase chain reaction). As sequéncias iniciadoras/
Primers 5'-CACC AT GCG GCTTCT CTG CATTTT G -3
e 5'- CAGTTCTTC GTG CTT GTG GTC -3" foram de-
senhadas usando como modelo a sequéncia presente no Gen-
bank, AY395253. 200 ng cDNA de R. annulatus
lizados com o kit de PCR Advantage ® 2 PCR polymerase
mix (Clontech). Os produtos de PCR positivos foram puri-
ficados usando o kit illustra GFX™ PCR DNA (GE Heal-
theare, Buckinghamshire, UK) de acordo com as instrugoes

foram uti-

fornecidas pelo fabricante e posteriormente sequenciadas pela
Stab Vida (Almada, Portugal) e analisadas. Para a expressao de
rCRT com cauda poli-histidina foi utilizado o kit de expres-
sao ChampionTM pET101 directional TOPO® Expression
Kit (Invitrogen Life Technologies). Sumariamente, a sequén-
cia obtida anteriormente por PCR foi inserida no plasmideo
vector pET101/D-TOPO que depois foi utilizado para trans-
formar células E. coli OneShot® cells (Invitrogen Life Techno-
logies). A correcta inser¢ao da sequéncia de interesse nos plas-
mideos foi confirmada por sequenciagdo e o mesmo vector
foi depois usado para transformar células BL21 Star™ (DE3)
One Shot cells (Invitrogen Life Technologies). A expressao de
rCRT foi induzida por IPTG (isopropiltiogalactosideo) numa
concentragao final de 0,5 mM. A cultura celular foi lisada por
sonicagdo e partir da fracgao soltivel dos extractos as proteinas
recombinantes foram purificadas por cromatografia de afini-
dade utilizando uma coluna HisTrap HP (GE Healthcare). A
pureza da amostra foi determinada por gel de SDS-PAGE e
a concentragao da rCTR foi calculada a partir do metodo de

Bradford usando BSA (bovine serum albumin) como padrao.

2. Produgio de anticorpos policlonais

Murganhos BALB/c de 4-6 semanas foram imunizados in-
traperitonealmente com 20ug de rCRT emulsionada com
adjuvante de Freund incompleto (Sigma-Aldrich) em intervalos
de 3 semanas ateé ser obtido um titulo de anticorpo satisfatorio.
Depois de 4 imunizag¢Ges foi colhido sangue da cauda de cada
murganho ¢ o titulo de anticorpo foi determinado por ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay) indirecta. Depois de
mais uma imunizagao para impulsionar a producio de anticor-
pos o murganho com melhor resposta imunogénica foi sacrifi-
cado por deslocamento cervical e todo sangue foi colhido. Por
centrifugagao o soro foi separado dos restantes compostos san-
guineos. O soro foi posteriormente utilizado em Western blot-
ting como anticorpo primario para determinagio do reconheci-

mento correcto da rCRT bem como nos ensaios de alimentacio
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artificial. Soro controlo, proveniente de murganhos imunizados
apenas com PBS foi obtido de igual forma.

3. Alimentacio artificial

Sangue bovino ndo infectado e infectado por Babesia bigemina

Para obter sangue infectado por B. bigemina, um vitelo Holstein de
6 meses foi esplenectomizado e 2 semanas mais tarde foi inocu-
lado intravenosamente com 2x10° B. bigemina (estirpe Modelet)
crio-preservada. A infecgdo foi monitorizada pela temperatura
corporal animal, hematocrito e esfregagos de sangue periférico.
5 a 6 dias depois da inoculagio 500 ml de sangue bovino foi reco-
lhido da veia jugular. O sangue ndo infectado foi obtido de igual
forma de um bovino saudavel livre de babesiose e anaplasmose.
Obtencdo de carragas R. microplus

As carragas R. microplus (cepa Media Joya, CENAPA, Mexico)
utilizadas neste estudo foram produzidas na Universidade de
Querétaro, Mexico. Originalmente estas carragas foram reco-
lhidas de gado naturalmente infestado. Um vitelo de raga Hols-
tein de 3 a4 meses livre de babesiose e anaplasmose foi utilizado
para obter as fémeas R. microplus. O vitelo foi infestado no dia
zero com 0.5 gramas de larvas R. microplus e 20 a 21 dias depois
fémeas adultas parcialmente alimentadas foram retiradas manu-
almente do vitelo.

Alimentacao artificial por tubos capilares

As carragas recuperadas foram limpas, pesadas e fixas sobre uma
bandeja de poliestireno (214 x 114 mm) com ajuda de fita-cola
de dupla face. As fémeas com peso inferior a 20 mg ou supe-
rior a 60 mg foram rejeitadas bem como as fémeas com danos no
aparelho bucal. Estes ensaios foram realizados em ambiente con-
trolado a temperatura de 26-28°C e humidade relativa superior
a 85%. Foram formados grupos experimentais de 15 fémeas ¢ a
alimentagao decorreu por 28h do seguinte modo: Grupo alimen-
tado com sangue bovino, grupo alimentado com sangue bovino
suplementado com soro anti-rCRT, grupo alimentado com san-
gue bovino suplementado de soro controlo. O mesmo desenho
experimental foi utilizado para sangue bovino infectado com B.
bigemina. Cerca de 10l de soro foi oferecido a cada carraga. Tubos
capilares de vidro (75 mm x 1,0 x 1.5 mm) sem anticoagulante
foram cheios com a refeigao sanguinea e colocados sobre as pegas
bucais das carragas estimulando a alimentagao. Os tubos capilares
foram reposicionados e substituidos sempre que necessario ou de
3 em 3 horas. Depois da alimentagio as fémeas foram retiradas
das bandejas de poliestireno, pesadas para determinar ingestao de
sangue e colocadas num tubo eppendorf 2 ml furado na tampa e
mantidas numa incubadora a 27°C e humidade relativa de 85%
para promover digestao de sangue ¢ oviposigao. A 5 carragas por
grupo foi permitida a oviposigao, tendo sido determinado o peso
dos ovos. As restantes, 2 a 3 dias depois de terminada a alimenta-
Gao, foram utilizadas para extracgao de DNA e RNA a fim de de-
terminar niveis de infecgao e expressao de CRT. As comparagdes
de incremento de peso bem como de peso de oviposigao foram
realizadas primeiro utilizando a ANOVA sendo que a hipotese
nula proposta ¢ que nao existem diferengas significativas no incre-

mento de peso ou oviposigio dos grupos, seguida de uma analise



pelo teste t-student quando comparagdo de apenas 2 grupos ou
ANOVA de factor tinico para comparagdo de 3 ou mais grupos
com a hipotese nula de que nao existem diferencas significativas
entre os grupos.

Determinagao de infeccao por B.bigemina

Os niveis de infecgao foram determinados por PCR quantitativo
do gene 18s rDNA (Genbank AY603402) utilizando os primers
5'-AATAACAATACAGGGCTTTCGTCT-3" e 5'-AACGCGA-
GGCTGAAATACAACT -3'. A normalizacio foi feita contra o
gene da carraga 16S rDNA pelo método deltadeltaCT [35, 36].
Os niveis de infecgdo foram comparados entre carragas alimen-
tadas com sangue infectado suplementado com soro anti rCRT e
carragas alimentadas com sangue infectado e soro controlo atra-
vés do teste ¢- student de variancia desigual (P< 0.05).

Expressao diferencial do gene CRT

Foram comparados os niveis de expressao do gene CRT entre
grupos utilizando PCR em tempo real com transcrigao reversa.
Os primers utilizados 5" -TGAGAGTCTTGTGGGGAAGG-3'e
5'- CGTCATCCTCCTTCTTGCTC- 3" amplificam um frag-
mento de 171 pares de bases [18]. O kit utilizado foi o iScript
One-Step RT-PCR Kit w/ SYBR Green (BioRad) no termoci-
clador BioRad IQ5 com as condi¢6es finais de 10min a 50°C para
transcrigao reversa, seguido de 5min a 95°C para inactivagao
da enzima transcriptase seguido de 40 ciclos de 15seg a 95°C,
30sega 55°C e 30seg a 68°C. Os niveis de mRNA foram norma-
lizados utilizando o gene de referéncia 16S rRNA (5'-GACA-
AGAAGACCCTA-3" e 5'-ATCCAACATCGAGGT-3" previa-
mente descritos por Zivkovic [37]) pelo método deltadelta CT
[35, 36]. As diferengas entre grupos foram analisadas pelo teste
t-student (P<0.05).

Fig. 2 - Analise por Western blotting da expressao da rCRTx6His utilizando
anticorpo anti-histidina. Pogo 1: Marcador de peso molecular, Low Mo-
lecular Weight calibration kit for SDS electrophoresis (GE Healthcare);
Pogo 2: Cultura de E. coli BL21 transformada nao induzida a 37°C por 1
hora; Pogo 3: Indugéo de proteina a 37°C por 1hora; Pogo 4: Cultura de E.
coli BL21 transformada nao induzida a 37°C por 2 horas; Pogo 5: Indugao
de proteina a 37°C por 2 horas;
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Resultados e Discussao

O gene calreticulina (CRT) foi seleccionado para estudos de
caracterizagao. A sequéncia amplificada de cerca de 1250 pb
(figura 1) foi comparada com sequéncias disponiveis de R.
annulatus (AAR29939), R. microplus (AGK88372) R. sangui-
neus (AY395275), Ixodes scapularis (AY690335) Amblyomma
americanum (U07708) e Dermacentor variabilis (AY241957)
e como esperado foi obtida uma alta similaridade entre as
sequéncias (Tabela 1).

Deve ser no entanto referido que a sequéncia utilizada para

comparagdo possui apenas 1100pb (limitagio do método

Fig. 1- Amplificagio do fragmento de interesse por PCR. Os resultados
foram analisados por electroforese num gel de agarose a 1%/ 0.5x TBE
com SYBRsafe. Pogo 1: marcador de 100pb (Promega); Pogo 2: Fragmen-
to amplificado com cerca de 1250pb.

Fig. 3 - rCRT purificada. Gel SDS-PAGE a 12.5% corado com Coomas-
sie-blue. Pogo 1: Marcador de peso molecular, Low Molecular Weight ca-
libration kit for SDS electrophoresis (GE Healthcare); Pogo 2 e 3: 1ug de
proteina recombinante purificada.
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Tabela 1 - Comparagio do fragmento obtido por PCR com sequéncias nucleotidicas de CRT disponi-

veis na base de dados Genbank. Semelhanga expressa em percentagem.

Fig. 5 - Alimentagao artificial de R. micro-
plus. Fémeas parcialmente alimentadas fo-
ram recuperadas manualmente de um vi-
telo, limpas, pesadas e fixas numa bandeja
de poliestireno com fita-cola de dupla face.
As carragas foram alimentadas por 28 horas
usando tubos capilares como exemplifica a
foto.

Fig. 4 - Titulo do soro de cada murganho depois de 4 imunizag6es rCRT. A linha descontinua a preto repre-

senta o tripo do valor de D. O. do soro controlo.

de sequenciagdo). Como pode ser observado pela figura 1
o fragmento possui tamanho superior pelo que foi decidido
prosseguir para a expressio da proteina. Foi obtida a prote-
ina recombinante com o peso esperado de cerca de 46kDa
[26, 38] ¢ purificada (figura 2 ¢ 3).

A rCRT foi utilizada na imunizagdo de murganhos BALB/c.
Foram realizadas 5 imunizagdes e a resposta imunogénica foi
seguida por ELISA (figura 4). O murganho com melhor ti-
tulo de anticorpo foi seleccionado e sacrificado para colheita
total do sangue.

Foi obtido cerca de 500 pl de soro policlonal que foi poste-
riormente utilizado nos ensaios de alimentacao artificial de
carragas. Grupos de carragas fémeas adultas foram recolhi-
dos de um vitelo livre de babesiose e alimentadas artificial-
mente (figura 5).

A tabela 1 sumariza os resultados obtidos relativamente aos
parametros associados ao processo de alimenta¢ao nos en-
saios de alimentagdo artificial. Como pode ser observado

houve um incremento de peso significativo em todos os gru-
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pos sendo que a menor percentagem de incremento de peso
ocorreu no grupo alimentado com sangue infectado e soro
controlo e o maior aumento ocorreu no grupo alimentado
apenas com sangue infectado.

Estatisticamente ndo foram observadas diferencas significa-
tivas na % de incremento de peso entre o grupo alimentado
com sangue bovino e o grupo alimentado com sangue infec-
tado (P> 0,05) o que esta de acordo com estudos anteriores
que relatam a inexisténcia de influéncia da infecgao na inges-
tao de sangue em R. microplus 39, 40]. Sendo assim os grupos
poderdo ser agrupados para analisar os parametros associa-
dos a alimentagdo. Comparando os 3 grupos verifica-se que
existem diferencas significativas entre os grupos (ANOVA
F=4.23 P=0.018). O grupo nao exposto a anticorpos de
qualquer tipo tem um incremento de peso superior aos res-
tantes. Os grupos alimentados com soro (controlo e anti-
-CRT) ndo apresentam diferengas significativas na percenta-
gem de incremento de peso (teste t-student P> 0.05). Dadas

as fun¢Ges associadas a proteina CRT que parece ser essen-



Fig. 6 - Oviposigdo media dos grupos de carracas alimentadas por tubos capilares. A 5 fémeas por
grupo, aleatoriamente escolhidas, foi permitido oviposi¢ao. Cada exemplar foi colocado num tubo
eppendorf de 2 ml furado na tampa e colocado numa incubadora a 28°C e humidade relativa acima de

85% promovendo a oviposigao.

Tabela 2 - Parametros associados com o processo de alimentacio de fémeas R. microplus parcialmente
engorgitadas, alimentadas artificialmente por tubos capilares.

Peso antes de AA
Grupos (mg) med + SD
A-Sangue
Bovino 32,7+6,8
B- Sangue inf.
(B.bigemina) 32,9494
C- Sangue +
Soro anti-CRT 29,7427
D- Sangue +
Soro control 30,1+4,6
E- Sangue inf. + ——
Soro control
F- Sangue inf. + 367476

Soro anti CRT

15 fémeas por grupo foram alimentadas artificialmente por tubos capilares. Sangue infectado
com B.bigemina a 0.7% de parasitémia ou sangue sem infec¢do suplementado ou ndo de anticorpos foi
apresentado as carragas. Cerca de 10ul de soro foi oferecido a cada espécimen. Depois de 28h as

carragas foram pesadas e colocadas numa incubadora por 2-3 dias para promover a digestdo de sangue.

Tabela 3 - Niveis de infecgao por Babesia bigemina de fémeas parcialmente engorgitadas apos alimentagao

artificial por tubos capilares

Peso apds AA (mg)

med = SD

116,6+19,9
126,2+41,6
110,9+20,8
127,3+29,2
91,4+29,2

125,7+37,6

Incremento de
peso (mg) med +
SD

83,8+20,7
93,3+36
81,2+21,7
97,2+27,1
61,1+26,1

89,1+33,6

(Med = DP)

Incremento de
peso % med +

SD

134,1+48,1
195,2+45,6
139,1+47,8
162,1+41,7
104,5+43,3

122,8+42,6

Niveis de infec¢do B. bigemina

Sangue infectado B. bigemina
Sangue infectado + soro controlo

Sangue infectado + soro anti CRT

7,89E-03 + 2.25E-02

4,36E-03 + 9,07E-03

2,74E-03 + 7,96E-03

15 fémeas por grupo foram alimentadas artificialmente por tubos capilares com sangue bovino infectado
com B. bigemina a uma parasitémia de 0.7% suplementado ou ndo com soro de murganho durante 28h.
Os niveis de infeccdo foram calculados por PCR em tempo real usando o método deltadeltaCt usando o

gene da carraga 16s rDNA como referéncia.
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cial no processo de alimentagdo e
transmissdo de agentes patogénicos
[18, 26, 41, 42], este resultado nao
era esperado, esperando-se uma
redugdao no peso dos exemplares
alimentados com anticorpos anti-
-CRT. O mesmo sucedeu no caso
do pardmetro oviposi¢io (figura
6) que demonstra nao ser influen-
ciado pela infecgao (teste t-student
P> 0,05) ¢ ao comparar grupos ali-
mentados com soro controlo e soro
anti-CRT também nao se obser-
vam diferencas significativas (teste
t-student P> 0,05).
Este resultado pode dever-se a
essencialmente ao facto da baixa
imunogenicidade da proteina pois
¢ uma proteina altamente conser-
vada [27, 42, 43]. Desta forma a
quantidade de anticorpos efectiva-
mente anti CRT podera ser baixa
demais para promover eficazmente
o bloqueio da proteina nativa na
carraga. A analise por ELISA antes
da colheita do soro do murganho
demonstra um titulo baixo ou seja
a semelhanca entre a rCRT e a CRT
existente no murganho ¢ muito alta
¢ o organismo falha a reconhecer a
proteina recombinante como estra-
nha. Por outro lado a comparagao
da sequéncia da proteina CRT com
CRTs de mamiferos mostra que
existem algumas diferengas entre
estas proteinas o que sugere que
existem epitopos que poderio ser
indicados para a producao de anti-
corpos. A maior diferenga encon-
trada é a auséncia do sinal de re-
tengdo no reticulo endoplasmatico
no caso das CRTs de carragas [42]
que leva a que as proteinas sejam
direccionadas para via secretora
[25,41]. Os dominios C e P s3o as
regides com maior grau de iden-
tidade[25, 44]. Assim possivel-
mente seria necessario aumentar
o numero de imunizagbes para
obter um soro mais rico em anti-
corpos anti CRT. Uma alternativa
viavel ¢ a produgdo de anticorpos
monoclonais direccionados para

estes epitopos diferentes. Alem
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da vantagem de serem direccionados apenas contra um epi-
topo, a tecnologia de obtengdo de anticorpos monoclonais
apresenta também o beneficio de controlo de quantidade.
O uso de soro no presente estudo se por um lado aumentou
o namero de anticorpos disponiveis na refeigao, por outro
limitou o controlo da quantidade de anticorpos especificos
ingeridos pelos exemplares.

Em relagao aos niveis de infecgdo por Babesia bigemina exis-
te uma aparente redugio nos niveis de infecgao das carragas
alimentadas com sangue infectado suplementado de soro
anti-CRT quer quando comparado com o grupo alimentado
apenas com sangue infectado (£65%) quer com o grupo ali-
mentado com suplemento de soro controlo (£37%) (Tabela
2). No entanto estas diferengas nao sao estatisticamente sig-
nificativas (teste ¢-student P >0,05).

De igual forma a quantidade de anticorpos parece nio ter
sido suficiente para influenciar significativamente os niveis
de infecgdo. No entanto a sugestdo de que a infecgio ¢ re-
duzida aquando a ingestdo de anticorpos anti-CRT esta pre-
sente, incentivando a investigagao do papel desta proteina no
processo de infecgao.

Relativamente a expressao do gene CRT verifica-se que exis-
te uma diferenga significativa na expressdo deste gene entre
o grupo alimentado com sangue infectado e o grupo alimen-
tado com sangue saudavel (teste t —student, P > 0.05) tal
como verificado anteriormente [18] havendo um aumento
de expressao na populagdo alimentada com sangue infectado.
Verifica-se ainda que no caso de alimenta¢ao com soro anti-
-CRT e sangue ndo infectado em comparagdo com alimen-
tagdo de soro controlo existe uma diferenga quase significa-
tiva (P=0.06) sendo significativa quando comparado com o
grupo alimentado apenas com sangue (P< 0.01) sugerindo
um cfeito da ingestio de anticorpos anti-CRT na expressao
do gene havendo um decréscimo de expressao nos grupos
alimentados com anticorpos anti-CRT. No caso dos grupos
experimentais alimentados com sangue infectado ndo foram
verificadas diferengas significativas entre grupos. Compa-
rando o grupo alimentado apenas com sangue infectado e
o grupo alimentado com soro-anti-CRT verifica-se uma di-
ferenga nos niveis de CRT quase significativa (P=0.06) ha-
vendo neste caso um aumento de expressdo no grupo com
suplemento de soro anti-CRT. Sdo necessarios mais estudos
para comprovar o envolvimento desta proteina no processo

de infecgao.
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Conclusoes Gerais

O objectivo central do presente foi comprovar o método de
alimentacao artificial de carracas como um meétodo efecti-
vo na escolha de antigénios passiveis de integrar um estudo
de vacinagdao animal. A alimentacdo artificial de fémeas R.
microplus foi estabelecida com sucesso tendo havido um in-
cremento de peso muito significativo em todos os grupos
experimentais. A proteina recombinante calreticulina foi
expressa com &xito no sistema de expressao E. coli no entan-
to devido a ser um proteina muito conservada a imunizagao
de murganhos resultou numa baixa resposta imunitaria por
parte dos murganhos levando a que nao fossem conseguidos
titulos altos de anticorpo anti CRT. Assim a alimentagao ar-
tificial de carragas com soro anti-CRT nao teve os resultados
esperados visto que nao foram observadas redugdes signifi-
cativas quer no incremento de peso, quer no peso da proge-
nie (ovos). O mesmo sucedeu nos niveis de infecgdo por B.
bigemina nos grupos alimentados com sangue infectado que,
apesar de aparentemente decrescerem no grupo alimentado
com soro anti-CRT, n3o sdo estatisticamente significativos.
Com estes resultados pode concluir-se que apesar da técnica
de alimentacao artificial de carragas ser uma ferramenta util
na selecgao de antigénios eficazes contra carragas, a calreti-
culina ndo parece ser um bom candidato desenvolvimento de
vacinas recombinantes. Sao necessarios mais estudos focados
em epitopos especificos desta proteina que possam superar a
alta conservagio da proteina na resposta imunitaria do verte-
brado. Anticorpos monoclonais poderdo também ser a chave
para a obtencdo de resultados mais encorajadores uma vez
que além de serem direccionados/especifica de um epitopo

a quantidade de anticorpos pode ser controlada.
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