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Introducio

Rhipicephalus microplus (Canestrini, 1887)
representa o principal ectoparasito de bovinos nas
regides tropicais e subtropicais, entre as 907 espécies
conhecidas de carrapatos no mundo. Ao longo dos
séculos, R. microplus, com origem Asiatica, se
difundiu pelas regides neotropicais juntamente com
as migragdes de pessoas e suas criagcdes de animais.
Importantes divergéncias genéticas e de adaptagdes
de uma mesma espécie distribuida entre diferentes
continentes envolvem uma “plasticidade ecoldgica”
das populagdes de carrapatos, onde mudangas globais
afetam os parasitos e a forma de manejar o controle dos
mesmos (Sutherst, 2001; Estrada-Pefia ef al., 20006).

Aliado a sua extensa distribuigdo geografica, os
severos prejuizos causados por R. microplus sdo de
ordem direta e indireta. Os primeiros remetem para
animais com perda de peso, baixa conversao alimentar,
perdas na qualidade do couro, toxinas liberadas no
hospedeiro, lesdo da pele, entre outros. Existem
calculos que mostram que cada fémea ingurgitada ¢
responsavel por uma redug¢ao de aproximadamente
1,37 g de peso dos bovinos (Jonsson, 2006).

Os prejuizos de causa indireta estao relacionados com
a transmissao de hematozoarios, como Babesia bovis
e B. bigemina, além de participacdo na epidemiologia
do Anaplasma marginale (Patarroyo, 1994; Oliveira-
Siqueira et al., 2005; Ruiz et al., 2005). Estudos
demonstram que os carrapatos provocam efeitos
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imunossupressores no hospedeiro, o que pode
facilitar a transmissdo ou a gravidade de babesioses
e anaplasmoses (Kashino et al., 2005; Jonsson,
2006). A saliva do carrapato contém componentes
que garantem o sucesso da alimentac¢do, com fungodes
que afetam o sistema imunoldgico, o hemostatico ¢
vias inflamatodrias do hospedeiro (Turni et al., 2004).
Em relagdo a modulagdo que os carrapatos podem
provocar no sistema imune de seu hospedeiro, relatou-
se polarizacdo para resposta Th2, com supressdo da
produgdo de interleucinas 1 ¢ 2 (IL-1 e IL-2) e do
interferon gama (IFN-g). Supressdo de linfocitos T e
queda nos niveis de IgG também foram verificados;
além da ativag@o de quinasses que reduzem a dor e de
histaminas que minimizam o processo inflamatdrio
(Willadsen e Jongejan, 1999; Wikel e Alarcon-Chaidez,
2001; Kashino et al., 2005). O anterior demostra que
os carrapatos provocam efeitos imunossupressores no
hospedeiro, o que pode facilitar a transmissdao ou a
gravidade de babesioses e anaplasmoses.

Perdas economicas relaciondas a infestacoes
por Rhipicephalus microplus

A importancia do carrapato bovino ¢ altamente
relacionada com o impacto econdmico que impde
as regides onde ocorre. Um exemplo foi nos Estados
Unidos da America do Norte, essa percepgao levou
para o primeiro programa de erradicacdo do governo,
que comecou em 1906 (Graham e Hourrigan, 1997).
Naquela época, foram estimadas as perdas diretas
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¢ indiretas de cerca de US$ 63,250,000, a maior
parte devido a produgdo de leite e carne diminuiu ea
mortalidade causada pela babesiose bovina (Mohler,
1906). Apo6s a erradicagaodos carrapatos verificou-se
economia no sistema de produgdo em mais de US$ 1
bilhdo por ano, e a analise custo-beneficio demonstrado
um US$ 98,00 de retorno para cada US$ 1,00 gasto em
programa de controle (Bram e Gray, 1979).

Na America do sul os dados mais consistentes sao
os obtidos no Brasil. As perdas calculadas no maior
rebanho leitero do Pais, que é o Estado de Minas Gerais
foram de 90,4 L/vaca em lactagdo (Rodriguez e Leite,
2013). No ano de 2013 foram feitos calculos para todo
o Brasil comprendendo gado de corte e leite dando um
prejuizo total de aproximadamente USS$ 3,90 bilhdes
de dolares (Grissi et al., 2014).

Medidas de controle do carrapato
Rhipicephaus microplus

O método de controle mais empregado a nivel
mundial ¢ o quimico, baseado em acaricidas
(pesticidas) de diferentes bases. Porém, implicagdes
de diferentes ordens tém sido notadas, principalmente
o desenvolvimento de resisténcia por parte dos
carrapatos aos principios ativos empregados,
resisténcia a acaricidas € hoje o maior obstaculo a
produgdo pecuaria. Por outro lado, o uso constante
destes produtos, dada a resisténcia, tem levado a
contaminagao de ecossistemas e residuos de acaricidas
em derivados alimenticios de origem animal. Se
pensarmos no mercado externo de carne e leite, que
ja tornam alguns paises competitivos como o Brasil,
este mercado devera sofrer barreiras sanitarias sobre
residuos em carne e leite e derivados dos mesmos.
Exemplo claro disso foi visto em 2011, o embargo
de toneladas de derivados carneos por parte dos
Estados Unidos da América, gerando uma perda de
US$ 104 milhdes, como consequéncia da presenga
de residuos de lactonas macrociclicas usadas como
endectocidas (ABIEC, 2013). O Plano Nacional de
Controle de Residuos e Contaminantes do Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento—PNCRC/
MAPA correlacionou com os riscos ao qual o setor
produtivo bovideo do pais ¢ exposto bem como a
seguranca alimentar (Martins et al., 2010).

Em todo o mundo existem varias linhas de pesquisas
de métodos alternativos de controle do carrapato
R. microplus. Medidas alternativas de controle sdao

propostas como modo de minimizar os obstaculos
derivados do uso de parasiticidas quimicos, que além
da resisténcia, trazem problemas de residuos para os
produtos de origem animal e para o meio ambiente.

Diversas medidas de controle bioloégico vém sendo
avaliadas como possiveis ferramentas de combate.
Dentre elas, destaca-se a utilizagcdo de pastagens ou
0 uso rotacional das mesmas que dificultam o acesso
de larvas ou que liberem agentes volateis (Labruna e
Verissimo, 2001). Outra medida que tem sido abordada
¢ o banho dos animais com extratos fitoterapicos
que inibem o acesso das larvas (Heimerdinger et al.,
2006; Broglio-Micheletti et al., 2009). Por outro lado,
o emprego de entomoparasitas € outra técnica sob
avaliac@o; assim moscas, nematoides entomatogénicos
e fungos sdo promissores agentes bioldgicos para o
controle (Andreotti et al., 2002; Bittencourt ez al., 2003;
Vasconcelos et al., 2004; 2009; Bahiense et al., 2006).

O melhoramento animal na selecdo de racas
mais resistentes ao carrapato ainda ¢ um processo
polémico. Ha controvérsia sobre estimativas de
valores de herdabilidade e questiona-se a correlagdo
da caracteristica de resisténcia aos carrapatos com a
produtividade do animal (Johnsson et al., 2000). O que
se sabe € que bovinos com maior grau de sangue zebuino
(Bos indicus) possuem maior resisténcia a parasitas, €
mesmo dentro desse grupo ha diferencgas de ragas, os
animais Nelore, por exemplo, sdo mais resistentes de
que os Gir ou Guzera (Verissimo et al., 2004).

Apesar da pesquisa continua acerca de alternativas
ndo poluentes e ndo quimicas para o controle do
carrapato, ainda se sabem muito pouco sobre as interagoes
ecologicas e o impacto que a introducdo de espécimes
estranhos, seja de vertebrados ou invertebrados, causaria
no meio ambiente. Enquanto ndo se chega a uma solugao
definitiva nesse campo, a alternativa que sobra para o
produtor ainda é o uso de farmacos acaricidas, porem
os problemas de seu emprego, sucintamente relatados
anteriormente levam a uma realidade em que urge a
descoberta e desenvolvimento de uma alternativa de
combate a este parasita.

O desenvolvimento de vacinas contra carrapatos
representa uma promissora alternativa de controle,
porque evita ou diminui o uso de inseticidas quimicos
que poluem o meio ambiente, assim como os derivados
de carne e leite, proporcionando pelo conseguinte uma
melhor qualidade da proteina de origem bovina o que
tem reflexos na saude publica e na economia.
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A associagdo de medidas representa maior garantia
de bons resultados no controle do carrapato. O uso de
vacinas com banhos estratégicos de acaricidas ¢ um
bom exemplo desse controle integrado que remete para
bons indices para o produtor rural (Sangster, 2001;
Willadsen, 2006).

Antes de tudo vacinagao representa uma medida
preventiva. As vantagens que oferece esse processo
sobre os convencionais métodos de controle quimicos,
segundo sdo varias: muitas vezes representam uma
acdo sustentavel; sdo livres de residuos; sdo mais
especificas; s3o mais seguras. A utilizagao e produgao
de vacinas, em muitos casos, representam as unicas
medidas médicas de intervengdo e frequentemente
oferecem maior custo-beneficio do que as terapias
(Francis, 2001).

A identificacdo de antigenos protetores para
bovinos contra o R. microplus é crescente visto o
impacto econdmico e as dificuldades, ja mencionadas,
no controle desse parasita. Uma excelente revisao
critica feita em 2004, mostra até esse momento o
estado do desenvolvimento de antigenos para vacinas;
suscintamente mostra as abundantes evidencias
que existem de que a vacinagdo com uma proteina
imunogénica ¢ capaz de induzir imunidade significante
para controlar uma infesta¢dao por carrapatos, talvez
sendo a etapa critica a rota para uma produgao
comercial (Willadsen, 2004).

Tendo em conta o anterior, em 2012 numa
excelente revisdo critica se apresenta o interrogante
de que existindo tantos antigenos em estudo porque
ndo aparece uma vacina comercial diferente as duas
existentes no mercado que tem eficiéncia muito variada
(Guerrero et al., 2012).

Recentemente, em 2015 sob os auspicios da
fundagéo Bill & Mellinda Gates reuniram-se quinze
pesquisadores de continentes diferentes em Marrocos
para intercambiar experiéncias com o intuito de
acelerar o desenvolvimento de uma vacina, selecionar
possiveis antigenos ou combinacdo dos mesmos,
assim como para estabelecer normas e guias para
estandardizar modelos para testar antigenos e
formulagdes de vacinas. Essa colaboragdo resultou
na formacdo do “ Cattle Tick Vaccine Consortium”
(CATVAC; Schetters et al., 2016).
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Em 1994, na Australia, foi liberada a primeira
vacina comercial contra R. microplus, utilizando
clonagem do gene hm86 em Escherichia coli e
producao da proteina recombinante Bm86 (rBm 86),
recebendo o nome de TickGARD® (Hoeschst Animal
Health, Australia) 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 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. Esses valores
sdo avaliados pela redugdo da viabilidade e do numero
de ovos, consequentemente diminuindo o nimero de
carrapatos nas geragoes subsequentes, tendo todos os
estagios de desenvolvimento comprometidos (Jonsson
et al., 2000).

Algumas amostras de R. microplus, entretanto,
mostraram-se menos susceptiveis a vacina
recombinante Bm86 (rBm86). A ineficiéncia foi
determinada numa populagdo argentina denominada
posteriormente de (Cepa A), a qual mostrou que tinha
um gene diferente, o gene bm935, que foi, em seguida
clonado, expresso na levedura P. pastoris e utilizado
como outra vacina recombinante, controlando a
populag@o que era resistente a rBm86 (Garcia-Garcia
et al., 1999).

O isolamento geografico de cepas de R. microplus
pode levar a essas diferengas genéticas e fisiologicas,
remetendo a uma resposta negativa ao controle pela
vacinagdo. Existindo, portanto, a constante busca
por um imunogeno ou a combinacdo de antigenos
que cubram o maior numero possivel de populagdes,
protegendo o rebanho das infestagdes por R. microplus.

Uma proteina pode apresentar diversos epitopos em
sua estrutura que podem servir ou ndo como fatores
protetores, podendo até mesmo ser um mecanismo de
mimicrismo de parasitas para evadir a resposta imune.
Assim, seria uma grande vantagem de se utilizar
vacinas com epitopos determinados e caracterizados, ja
que se lograria evitar alguns problemas que os epitopos
ndo necessarios ao desenvolvimento de protegdo e
imunidade contra o parasita poderiam apresentar,
tais como mecanismos supressores, alérgicos e/
ou autoimunes, € mecanismos de evasao tipicos do
microrganismo (Patarroyo, 1994).
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Aprimeira vacina sintética contra o R. microplus, foi
denominada de 4912, que apresentou resultados pouco
satisfatorios (Oliveira, 1998). A partir das analises de
estudos por predicdo computacional, determinantes
imunogénicos da SBm 7462® foram definidos a
partir da sequéncia da Bm 86. O imunogeno possui
sequéncias que foram desenhadas no Laboratdrio
de Biologia e Controle de Hematozoarios e Vetores/
Bioagro/Departamento de Veterinaria da Universidade
Federal de Vigosa, Vigosa (MG), e sintetizadas no
Instituto de Inmunologia Del Hospital San Juan de
Dios, em Bogota, Colombia. Esses peptideos foram
catalogados pelo livro de sequéncias como 4.822
(aa. 398-411), 4824 (aa. 132-145) ¢ 4823 (aa. 21-35),
o peptideo SBm7462® possui essas sequéncias nesta
ordem e com duas cisteinas no C- e N- terminais. A
partir de estudos controlados in vivo verificou-se que
o imundgeno tem uma eficécia vacinal (81,05%) no
que tange a reducao do nimero de carrapatos, menor
postura e menor taxa de sobrevivéncia das larvas
(Patarroyo et al., 2002). Esses dados refletem melhores
resultados do que a maioria dos testes com rBm&6 ¢
outros antigenos (Guerrero et al., 2012).

Tendo em conta as observacdes feitas com a
denominada Cepa A na Argentina (Garcia-Garcia
etal., 1999), foram necessarios estudos de variabilidade
genética e analisaram-se vinte populagdes de distintos
locais e condicdes geograficas de regides brasileiras
e outros paises sul-americanos como Coldmbia,
Venezuela, Argentina e Uruguai. Assim, foram
sequenciados 91,38 % do gene bm8S5 e 80% do
gene bm86. Apos alinhamento entre os aminoacidos
que compodem a Sbm7462 contidas nos dois genes,
foram observadas apenas duas mudancas dentro das
sequéncias que constituem o SBm7462®, entre todas
as populagdes (Sossai et al., 2005; Peconick et al.,
2008), concluindo que ndo ha variabilidade nessas
sequéncias que possam interferir na eficiéncia vacinal.

Estudos demonstraram a eficiéncia do peptideo
sintético SBm7462® na constru¢do de uma resposta
imune antigeno-especifico que envolve mecanismos
humorais, com predominancia estatisticamente
diferente do isotipo IgG, sobre o isotipo IgG, e
celulares, a vacina estimula uma resposta imune
T-dependente (Patarroyo et al., 2009).

Uma vacina s6 tera aceitabilidade no mercado se
o prego for médico. A vacina sintética SBm7462®,
que combate R. microplus foi patenteada no Brasil,

Estados Unidos da América, México, Australia,
Espanha e Portugal. Porém, existem no mundo apenas
cinco centros especializados na sintese quimica
de peptideos em escala industrial. Esse empecilho
oneraria a producdo e envio de grandes quantidades
de peptideo em curtos espacos de tempo, que
certamente acarretariam em problemas de distribui¢ao
dessa vacina entre os inimeros potenciais mercados
consumidores.

Tendo em conta as necessidades de controlar o
parasita e dada a eficiéncia do imunogeno desenvolvido,
SBm7462®, era necessaria uma forma alternativa
para produzir o mesmo. Assim, usando a técnica da
denominada vacinologia reversa, desenharem-se no
Laboratorio de Biologia e Controle de Hematozoarios
e Vetores/BIOAGRO/Departamento de Veterinaria
da Universidade Federal de Vigosa, Vicosa (MG),
minigenes que codificassem, literalmente, os
aminoacidos que compdem o peptideo sintético
denominado SBm7462® para transfe¢io em leveduras
e especificamente para Komagataella (Pichia)
pastoris, para que a partir da fermentacao se obtivesse
0 imunogeno.

Por meio da técnica de DNA recombinante a vacina
pode ser produzida de forma mais eficiente (menor
custo, menor tempo e grande escala de producao),
sendo eficaz para os carrapatos do Brasil e outros
Paises, bem como desenvolver um produto atoxico,
sem residuos e que ndo impacte negativamente o meio
ambiente.

As vacinas baseadas em antigenos recombinantes
ndo apresentam risco a satde, sdo seguras para o
ambiente ¢ o desenvolvimento de resisténcia pelos
carrapatos por meio de adaptacdo seletiva é pouco
provavel (Nuttall ez al., 2006).

A vacina desenvolvida por fermentacdo, por
ser de subunidades (ndo ¢ uma proteina integra) e
imunologicamente definida ndo contém restos de
organismos diferentes a sequéncia de aminoacidos
que compdem o peptideo recombinante, tornando-a
segura aos animais ¢ a0 meio ambiente

Dentre as vantagens do uso de esta vacina, em
detrimento aos carrapaticidas, pode-se destacar:
auséncia de periodo de caréncia apds a aplicagdo,
pois ndo deixa residuos nos alimentos, fator de
importancia fundamental na pecudria de leite; acdo
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mais sustentavel, pois sdo ecologicamente corretas,
uma vez que ndo sdo téxicas ao animal, ao meio
ambiente e ao homem; ndo destroem a microbiota
natural, pois € espécie-especifica, irdo atingir apenas
os carrapatos da espécie R. (B.) microplus, sem atacar
microrganismos naturais inerentes a vaca/boi; e
desenvolvimento de resisténcia pelos carrapatos por
meio da adaptagdo seletiva € pouco provavel.

A acdo da vacina apods aplicagdo no rebanho
funciona da seguinte maneira: as proteinas sdo
inoculadas nos bovinos e induzem a reagao do sistema
de defesa do organismo, que cria anticorpos especificos
contra a proteina intestinal. Ao parasitar o animal
vacinado, os carrapatos sugam o sangue contendo
anticorpos contra as suas proprias células intestinais.
O resultado ¢ uma destruicdo intestinal, que mata os
carrapatos ou, no minimo, reduz sua capacidade de se
alimentar adequadamente e reproduzir-se.

Ao aplicar a vacina com os antigenos, o gado
desenvolvera uma imunidade protetora contra os
carrapatos, que ira evitar diversos prejuizos diretos e
indiretos que podem ser causados por este acaro.

Os resultados obtidos pela nova forma de produgdo
(rSBm7462) em stall test do conjunto de dados dos
parametros biologicos analisados ap6s a contagem e
pesagem de teleoginas, pesagem de ovos e de larvas,
assim como os parametros de redug¢do do niimero e do
peso das teledginas, do peso dos ovos, da fertilidade
mostraram uma eficiéncia de 73% o que nos levou a teste
em campo da vacina. Esta nova forma de antigeno levou a
solicitar patente em Brasil, USA, South Africa, Australia
¢ Comunidade Europeia. Os resultados no que tange a
resposta imune nos bovinos e aos danos causados sobre o
epitélio intestinal dos parasitos ¢ idéntico ao obtido com
o peptideo sintético (Sbm7462®).

A aplicagdo em campo da vacina se iniciou em
2012 e foi aplicada em 27 fazendas de diferentes
particularidades zootécnicas, perfazendo um total de
15.000 animais, temos analises completas de sete delas
e 0s outros estdo em processo. Por motivos de contratos
de exclusividade vigentes, a aplicagao foi suspensa na
maioria delas.

Algumas analises imunohistoquimicas em
linfonodos de bovinos inoculados a campo mostram
claramente a resposta imune e o acumulo de antigeno
em células dentricas-like asseverando a similaridade
daresposta a vacina (Martinez-Rodriguez et al., 2014).
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