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1. INTRODUGAO

O carrapato-do-boi (Rhipicephalus microplus) causa graves prejuizos a
pecuaria, transmitindo hemoparasitos e gerando perdas globais estimadas em
US$ 22-30 bilhdes anuais (LEW-TABOR; RODRIGUEZ VALLE, 2016). No Brasil,
esses danos ultrapassam US$3 bilhdes por ano (GRISI et al., 2014). O
desenvolvimento de vacinas contra R. microplus avangou com a avaliagao de
antigenos recombinantes individuais e em combinagdo. Estratégias
multi-antigénicas apresentaram em diferentes estudos, eficacia superior as
vacinas com apenas um alvo imunogénico, especialmente quando os antigenos
sao selecionados de maneira criteriosa (PARIZI et al., 2012; MARUYAMA et al.,
2017; PEREIRA et al., 2022; ABBAS et al., 2023). Nesse contexto, a proteina
recombinante RmLTI-BmCG-LTB é uma proteina multicomponente que reduziu a
infestacdo de R. microplus em 55,6% em novilhas Angus nos ensaios iniciais
(CSORDAS et al., 2018), mas diferentes formulagbes e 0s mecanismos
imunoldgicos promovidos ainda ndo foram elucidados, reforcando a necessidade
de novas investigagoes.

A quimera recombinante RmLTI-BmCG-LTB reune dois antigenos de R.
microplus e a subunidade B da toxina termolabil de Escherichia coli (LTB). O
primeiro antigeno € o inibidor de tripsina RmLTI (GenBank: P83606), expresso em
larvas, derivado de uma sequéncia altamente conservada da BmTI-6, um inibidor
do tipo Kunitz (CSORDAS et al., 2018; CUNHA et al., 2012). O segundo antigeno
corresponde a uma variante da proteina Bm86, isolada em Campo Grande BmCG
(GenBank: ACA5782) (CUNHA et al., 2012). Por fim, a subunidade LTB
(GenBank: ACJ23372) também compde a quimera, atuando como adjuvante
molecular (CSORDAS et al., 2018).

A eficacia de vacinas contra R. microplus pode ser influenciada pela
escolha do adjuvante, uma vez que este desempenha papel na modulacéo da
resposta imune do hospedeiro (BURAKOVA et al., 2018). Um exemplo classico é
a vacina TickGARD ®, que, apos a modificagdo do adjuvante em 1996, passou a
apresentar maior eficacia, sendo entdo comercializada sob a nova formulacao,
denominada TickGARD Plus ® (WILLADSEN et al., 1997). Assim, investigar o
impacto de diferentes adjuvantes na imunogenicidade da quimera
RmLTI-BmCG-LTB representa um passo relevante para a otimizacdo de sua
formulacgao e para o aprimoramento do desempenho vacinal e custo-beneficio.
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Neste trabalho, foram testados trés adjuvantes: Montanide ISA 61 VG,
hidroxido de aluminio [AI(OH)3] e xantana. A emulsdo 6leo-em-agua Montanide,
amplamente utilizada em vacinas veterinarias, promove liberagdo lenta do
antigeno e induz resposta imunologica longa e robusta, com ativagao celular e
imunidade mista 19G1/1gG2, além de ter baixa reatogenicidade (KHORASANI et
al., 2016; BURAKOVA et al., 2018; SILVA et al., 2024). Por outro lado, Al(OH)3,
tradicionalmente utilizado em vacinas humanas e animais, induz resposta
predominantemente humoral (tipo Th2) com produgdo de IgG1 e IgE, e é
reconhecido por seu perfil de seguranga; embora possua menor capacidade de
gerar resposta celular (BURAKOVA et al., 2018). Xantana, diferentemente de
Montanide e Al(OH)3, esta em fase experimental, mas em estudos com modelos
murinos, demonstrou elevagao na produgao de IgG1 e aumentou a secregao de
IFN-y, sem evidéncia de toxicidade, sugerindo perfil imunomodulador equilibrado
e geracgao de resposta humoral e celular (SCHUCH et al., 2017).

A imunoprofilaxia n&o substitui os métodos convencionais de controle do
carrapato-do-boi, mas pode ser integrada a eles como estratégia complementar
para aumentar a eficacia e reduzir o uso dos acaricidas, aumentando a
sustentabilidade do manejo e diminuindo os custos. Desse modo, este estudo tem
como objetivo avaliar a imunogenicidade humoral da quimera RmLTI-BmCG-LTB
associada a diferentes adjuvantes em comparagdo com a proteina associada a
PBS e com a vacina comercial GAVAC®. Buscamos identificar quais formulacdes
apresentam maior capacidade de induzir imunidade humoral e, verificar a eficacia
protetora frente a um desafio por infestagédo, permitindo relacionar a magnitude da
resposta de anticorpos com a protecéo conferida contra o carrapato.

2. METODOLOGIA

O experimento foi conduzido em duas etapas: imunizacao e desafio.

A imunizagdo com o antigeno recombinante foi realizada com animais tick
naive mantidos sob condi¢cbes de campo, em zona naturalmente livre de
carrapatos. Para avaliar a eficacia dos diferentes adjuvantes utilizados na
formulagcdo vacinal, foram testados cinco grupos de bovinos: trés grupos
receberam a proteina purificada RmLTI-BmCG-LTB com adjuvantes distintos
-Montanide ISA 61 VG, Xantana, AI(OH)3-, um grupo sem adjuvante (PBS), e
outro grupo recebeu a vacina comercial GAVAC®. Cada grupo vacinal teve seus
respectivos controles ndo vacinados. A imunizagdo consistiu em trés doses
intramusculares (200 pg/dose em 2 mL) em intervalos de 15 dias (NDAWULA,
2021; VARGAS et al., 2010). Os grupos controle (PBS e GAVAC®) eram
compostos por 4 individuos, sendo dois deles ndo vacinados. O restante dos
grupos eram compostos por 6 animais, ainda com 2 nao vacinados. A resposta
imune humoral foi monitorada através de coletas de soros antes da vacinagao e 3
vezes apos - dia 0, dia 15, dia 30 e dia 60.

A etapa de desafio foi realizada em stall test, com os bovinos mantidos em
baias individuais, permitindo maior controle das infestagdes, acompanhamento e
coleta de dados. Durante o desafio, 15.000 larvas de R. microplus foram
aplicadas no dorso dos animais 21 dias apds a ultima dose vacinal. Os carrapatos
ingurgitados foram coletados diariamente, pesados e incubados (29°C, 85% UR)
para andlise da fertilidade (massa de ovos e eclodibilidade). O estudo foi
aprovado pelo CEEA/UFPel (n° 4889-2015), seguindo as normas do CONCEA.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os niveis de IgG variaram entre os grupos vacinados com diferentes
formulagbes. A formulagdo com Montanide apresentou a maior meédia de
anticorpos, seguida por AI(OH)3, GAVAC®, xantana, PBS e controle nao
vacinado. Os valores obtidos para PBS e controle foram os mais baixos, como
esperado para grupos sem adjuvante ou sem vacinagdo. Esses resultados
indicam que, entre os adjuvantes avaliados, Montanide ISA 61 VG apresentou
maior efeito sobre a producédo de IgG, enquanto que xantana e hidroxido de
aluminio resultaram em respostas intermediarias. A vacina comercial GAVAC®
apresentou resposta superior a de PBS, mas inferior a de Montanide e outros
adjuvantes testados.

Neste momento, os dados obtidos refletem apenas a resposta humoral
pos-vacinagdo. A avaliacdo da eficacia protetora de cada formulagcdo sera
possivel juntamente com a analise dos resultados do desafio por infestagcéo, que
permitira verificar a relagdo entre a producao de anticorpos e: numero e peso das
teledginas, massa de ovos produzida e percentual de eclodibilidade.

Evidéncias sugerem que a protegcdo contra R. microplus esta associada a
perfis distintos de 1gG1 e IgG2, com niveis séricos variando entre gendtipos
bovinos resistentes e suscetiveis (TABOR et al., 2017). Assim, embora nao tenha
sido foco deste estudo, o controle do carrapato-do-boi por vacinacido, pode
depender de respostas do tipo Th1 e Th2. O hidréxido de aluminio, apesar de
amplamente utilizado, induz a produgdo de IgG1 (BURAKOVA et al., 2018).
Considerando o histérico do Montanide, entende-se que ele pode apresentar
melhor desempenho em desafios de campo, por promover respostas mistas
(KHORASANI et al., 2016; BURAKOVA et al., 2018; SILVA et al., 2024). Da
mesma maneira, a formulagdo com xantana pode superar aquela com Al(OH)3 em
termos de protecao no desafio de infestacado, dado a indugao de resposta humoral
e o potencial de gerar também resposta celular (SCHUCH et al., 2017). Além da
imunogenicidade, a escolha do adjuvante deve considerar aspectos econémicos:
hidréxido de aluminio e goma xantana, geralmente mais acessiveis do que
Montanide, podem representar alternativas viaveis em larga escala, desde que
apresentem eficiéncia suficiente na redugao da infestagdo por R. microplus.

4. CONCLUSOES

Estes resultados demonstram a importancia de testar adjuvantes para o
aprimoramento de vacinas contra R. microplus. Montanide apresentou os maiores
niveis de IgG, ainda que AI(OH)3 e xantana também tenham sido capazes de
modular a resposta humoral, apontando alternativas promissoras que podem
equilibrar protecao e custo. A real eficacia em campo e a imunoprotecao ainda
precisardao ser confirmadas em analises futuras juntamente com os dados do
desafio por infestagao.
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