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(57) Resumo: USO DE SERPINAS DE
CARRAPATO OU PEPTIDEOS DERIVADOS
COMO VACINA CONTRA O CARRAPATO. A
presente invencédo descreve o uso de Serpinas
de carrapato ou peptideos derivados como
vacina caracterizada pelo isolamento de trés
antigenos de carrapato bovino, Rhipicephalus
microplus. Estes antigenos, as proteinas
RmSerpin-3, RmSerpin-6 e RmSerpin-17, sdo
isolados de tecidos de carrapato e
caracterizadas por compreender das sequéncias
de aminoacidos SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2 e
SEQ ID NO:3, com atividades inibitérias de
serino-proteases, mas sem ter funcdes
biolégicas conhecidas. O uso destas proteinas
obtidas por purificacdo a partir de tecidos de
carrapato, sintese quimica ou produzida em
outros organismos por meio de técnicas de DNA
recombinante, em animais, como imunégeno é
capaz de gerar resposta protetora contra
carrapatos de forma que os antigenos possam
ser utilizados como vacinas para prevenir a
infestacdo, isoladamente ou em conjunto com
outros antigenos.
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UsoO DE SERPINAS DE CARRAPATO OU PEPTIDEOS DERIVADOS COMO VACINA CONTRA
0 CARRAPATO

[001] Refere-se o presente invento a identificagdo e caracterizagédo de trés
antigenos do carrapato bovino, Rhipicephalus microplus. Os antigenos
isolados, denominados RmSerpin-3, RmSerpin-6 e RmSerpin-17,
caracterizados por compreender das sequéncias de aminoacidos SEQ ID
NQO:1, SEQ ID NO:2 e SEQ ID NO:2, com atividades inibitorias de serino-
proteases, mas sem ter fungdes biologicas conhecidas. O uso deste antigeno
como imunogeno em animais € capaz de induzir uma resposta imunolégica, de
forma que os antigenos podem ser utilizados como vacina para prevenir a
infestacao, isoladamente ou em conjunto com outros antigenos ja descritos ou
a serem descritos.

[002] O carrapato R. microplus € um parasita monoxénico, sendo o seu
principal hospedeiro o bovino, embora possa parasitar com menor frequéncia
outros animais como os bubalinos, os ovinos, os equideos e os cervideos. O
parasitismo acarreta perdas na producdo de leite e carne, dano ao couro
causado pelas lesbes e reacdes inflamatérias nos pontos de fixacédo do
carrapato e a transmissao de protozoarios do género Babesia e da riquétsia
Anaplasma marginale. Estima-se que, anualmente, as perdas decorrentes da
infestacdo pelo R. microplus cheguem a 1 bilhdo de ddlares americanos no
Brasil.

[003] Atualmente, o método de controle para o carrapato R. microplus é
realizado através do uso de acaricidas. Entretanto, os compostos quimicos com
frequéncia ndo sdo usados corretamente, acelerando a sele¢ao de populagdes
de carrapatos resistentes aos principios ativos utilizados. Devido ao pequeno
periodo de tempo entre as geragbes, o R. microplus pode sofrer selegdo de
resisténcia aos compostos quimicos mais rapidamente que os outros
carrapatos. Esse método de controle apresenta ainda outras desvantagens,
como os problemas criados pela contaminagdo da carne, leite e do meio
ambiente. Uma série de compostos como as avermectinas, o amitraz, 0s
organofosforados e os piretroides tém se mostrado ja ineficientes contra
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algumas populacdes de R. microplus. Devido aos problemas associados ao uso
do controle quimico, a aplicagdo de formas alternativas de controle desse
parasito se torna vital para alcangar maior produtividade no campo.

[004] Durante o repasto sanguineo, os carrapatos, dependendo da espécie,
necessitam permanecer fixados desde poucos minutos até varios dias nos seus
hospedeiros. Portanto, & provavel que as diferentes estratégias de alimentacéo
desses parasitas influenciem o tipo de resposta imune gerada pelos
hospedeiros. Sabe-se que os carrapatos precisam contrapor o sistema imune
inato (inflamacéo) durante a primeira infestacéo, e o sistema imune inato e
adquirido durante as infestacbes subsequentes. A resposta imunolégica inata e
adquirida contra os carrapatos € observada em bovinos infestados atravées da
acdo de anticorpos, do sistema complemento ou por reacgbes de
hipersensibilidade, e envolvem células apresentadoras de antigenos, citocinas,
linfécitos B e T, granulocitos, entre outras células e moléculas. Também foi
demonstrado a transferéncia passiva de imunidade através da transferéncia de
soro de bovinos resistentes ao R. microplus para bovinos sensiveis, sugerindo
o envolvimento de anticorpos na resisténcia adquirida. Entre os mecanismos de
contraposicdo as defesas imunologicas dos hospedeiros ja identificados em
diferentes espécies de carrapatos encontram-se os fatores de
imunossupressao, inibidores do sistema complemento, da citotoxicidade, da
resposta inflamatoéria € competigao antigénica.

[005] A viabilidade do uso de vacina contra o carrapato foi reforcada com a
constatagdo de que anticorpos funcionais, presentes no sangue de bovinos
imunizados, também s&o encontrados na hemolinfa dos carrapatos alimentados
nesses bovinos. Entretanto, a pesquisa de antigenos com potencial protetor
constitui um grande desafio para o desenvolvimento de uma vacina, sendo o
objeto de estudo de varios grupos de pesquisa. A eficacia das vacinas
comerciais que usam a Bm86, uma proteina de intestino do R. microplus
identificada por um grupo de pesquisa australiano, varia entre 51% e 91%,
dependendo das caracteristicas da populagdo de carrapato e da condigéo
nutricional dos bovinos. Posteriormente, a partir de analise da Bm86 e da
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avaliacao in silico de algumas propriedades da proteina, como potencial
hidrofobico e hidrofilico, foram desenvolvidos peptideos sintéticos derivados
dessa glicoproteina. Estes peptideos, usados como antigenos vacinais em
bovinos, apresentaram uma eficacia entre 35% e 81%.

[006] Devido ao fato de que formulagbes que utilizam a Bm86 como antigeno
vacinal nem sempre conferem niveis de prote¢bes adequadas para o controle
do R. microplus, diversos grupos de pesquisa vém realizando esforgos para
identificar novos candidatos a antigenos para o controle desse e de outros
carrapatos. Consequentemente, outras proteinas com potencial vacinal que
estimulam o sistema imune do hospedeiro a interferir em diversas etapas do
ciclo de vida do carrapato tém sido descritas. Proteinas de carrapatos
presentes em diferentes vias metabdlicas quando utilizadas como imundgenos
vacinais induziram protecao contra a infestagao por R. microplus.

[007] Inibidores da superfamilia das serpinas (serine protease inhibitors)
possuem entre 350-500 aminoacidos com massa molecular variando de 40-60
kDa e participam de uma variedade de fungdes fisiologicas em diferentes
organismos. As serpinas de carrapatos possuem atividade anticoagulante e
imunossupressora. A imunizacado de hospedeiros com serpinas recombinantes
induz uma resposta imune com capacidade de reduzir infestagbes de [xodes
ricinus, Haemaphysalis longicornis e Rhipicephalus appendiculatus. Essas
observagbes demonstram a importéncia dessas proteinas na fisiologia do
carrapato, na relagédo parasita-hospedeiro e na transmisséo de patogenos.
[008] Uma estratégia para aumentar a eficacia de uma vacina € combinar dois
ou mais antigenos. Em carrapatos, a aplicagdo dessa alternativa mostrou-se
promissora apo6s experimentos demonstrando o aumento dos niveis de
protecdo conferidos por vacinas que continham mais de um antigeno na
formulagdo vacinal. Assim sendo, a identificacdo de novas proteinas com
potencial para uso em vacina, bem como a melhor caracterizagdo das
proteinas ja identificadas é importante para aumentar a protegdo conferida
pelas ja testadas. Neste enfoque, também se procura identificar e caracterizar
proteinas similares em diferentes espécies de carrapatos que possam servir de
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base para o desenvolvimento de uma vacina atil no controle de diferentes
espécies de carrapatos.

[009] A expressdo de trés proteinas sem fungdo bioldégica conhecida
RmSerpin-3, RmSerpin-6 e RmSerpin-17, foram identificadas em glandula
salivar de Rhipicephalus microplus. A andlise da sequencia de aminoacidos
indica que elas sdo inibidores de serino-proteases.

[0010]As proteinas recombinantes RmSerpin-3, RmSerpin-6 e RmSerpin-17
foram expressas em larga escala, purificadas e caracterizadas. As RmSerpin-3,
RmSerpin-6 e RmSerpin-17 apresentam um elevado grau de conservacao com
outros inibidores de serino-proteases, o que a torna uma candidata interessante
no que diz respeito ao desenvolvimento de uma vacina com agdo para
carrapatos. As RmSerpin-3, RmSerpin-6 e RmSerpin-17 também foram usadas
para um ensaio de imunizagao de coelhos.

[0011]Anticorpos gerados contra as RmSerpin-3, RmSerpin-8 e RmSerpin-17
foram capazes de inibir a atividade destas serpinas, sugerindo um potencial
imunoprotetor contra infestagao de carrapato.

[0012]As clonagens das regides codificadoras da RmSerpin-3, RmSerpin-6 e
RmSerpin-17 foram realizadas utilizando as técnicas de RT-PCR. Para a
clonagem, primers baseados em regides conhecidas dos trés genes de R.
microplus presentes em um banco de transcritos, foram utilizados na reacéo de
PCR para amplificar as sequéncias codificantes das proteinas em cDNAs de
tecidos de R. microplus. Os produtos do PCR corresponderam a fragmentos de
1200, 1200 e 1178 bp, referente as sequéncias codificadoras do cDNA da
RmSerpin-3, RmSerpin-6 e RmSerpin-17, respectivamente. Os fragmentos
foram clonados no vetor pGEM-T, sendo posteriormente transformadas com os
plasmideos resultantes em bactérias E. coli (linhagem DH5a). Os plasmideos
recombinantes foram extraidos através da técnica de minipreparacédo e as
sequéncias de acidos nucléicos determinadas. As sequéncias de aminoacidos
preditas da RmSerpin-3, RmSerpin-6 e RmSerpin-17 de R. microplus foram
verificadas por andlise comparativa com sequéncias obtidas no GenBank e
banco de transcritos. As clonagens das regides codificadoras da RmSerpin-3,
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RmSerpin-6 e RmSerpin-17 em plasmideos para expresséo foram realizadas
utilizando a técnica de PCR. Para a clonagem, primers especificos para os
genes foram utilizados na reacdo de PCR para amplificar as sequéncias
codificantes inseridas nos plasmideos pPICZaC. Os produtos do PCR
corresponderam a fragmentos de 1164, 1215 e 1143 bp, referente as
sequéncias codificadora do cDNA da RmSerpin-3, RmSerpin-6 e RmSerpin-17,
respectivamente, sem a regido codificante do peptideo sinal, e adigao ao final
das sequéncias, de 18 nucletideos codificantes de 6 aminoacidos histidinas. Os
fragmentos foram clonados em vetores pPICZaC, resultando nos plasmideos
pPICZaC-RmSerpin-3, pPICZaC-RmSerpin-6 e pPICZaC-RmSerpin-17
referentes as sequéncias da RmSerpin-3, RmSerpin-6 e RmSerpin-17,
respectivamente. Bactérias E. coli (linhagem DH5a) foram transformadas com
os plasmideos resultantes. Os plasmideos recombinantes foram extraidos
através da técnica de minipreparagdo e as sequéncias de acidos nucléicos
determinadas. Os plasmideos de expressdo pPICZaC-RmSerpin-3, pPICZaC-
RmSerpin-6 e pPICZaC-RmSerpin-17 foram linearizados com Sac | e
eletroporados em Pichia pastoris cepa X-33

[0013]As colbnias transformadas foram seleccionadas em placas com meio de
cultura contendo agar, extrato de levedura, peptona e dextrose (YPD) contendo
zeocina (100 pg/mL) e incubadas a 28 °C.

[0014] Das coldnias de leveduras transformantes obtidas, uma colénia de cada
plasmideo foi inoculada em 1,5 mL de meio complexo com glicerol tamponado
crescida por 5 dias a 28 °C sob agitacdo constante. Subsequentemente, as
células foram usadas para inocular o meio complexo com metanol e crescida
por 5 dias a 28°C sob agitacdo constante. Diariamente a expresséo da proteina
foi induzida pela adigdo de metanol para uma concentragao final de 0,5 %. As
proteinas recombinantes em meios de cultura foram precipitadas por saturagao
com sulfato de aménio (525 g / L de meio) com agitagdo durante a noite a 4 °C.
O precipitado foi sedimentado a 12000 rpm durante 1 h a 4 °C e ressuspendido
em, e dialisada contra tampao (20 mM Tris-HCI, 500 mM de NaCl, pH 7,4).
Para verificar a expressdo de RmSerpin-3, RmSerpin-6 e RmSerpin-17



6/10

amostras foram resolvidas em um SDS-PAGE 12.5 %, seguida da analise por
Western-blot, utilizando um anticorpo para o marcador de hexa histidina C-
terminal.

[0015] O sobrenadante foi separado por filtracdo com filtros de porosidade 0,45
pm e separado por métodos cromatograficos em uma coluna com resina com
metal imobilizado (niquel) previamente lavada com agua destilada e equilibrada
com tampao Tris-HCI 20 mM, imidazol 5 mM e NaCl 0,15 M, pH, 7,4. Apbs a
aplicacéo da amostra, as proteinas da levedura ligadas foram lavadas com 15
ml de tampado Tris-HCI 20 mM, imidazol 5 mM e NaCl 0,15 M, pH, 74. As
proteinas recombinantes foram eluidas com tampéao de eluicdo (Tris-HCI 20
mM, pH 74, NaCl 0,15 M, imidazol 100 mM) originando as proteinas
recombinantes purificadas RmSerpin-3, RmSerpin-6 e RmSerpin-17.
[0016]Para testar a capacidade das RmSerpin-3, RmSerpin-6 e RmSerpin-17
de induzirem uma resposta imunologica, trés coelhos com idade de 2 meses
foram inoculados por via intramuscular por 3 vezes com intervalos de 10 dias
entre cada inoculagdo. Os inoculos foram preparados com 150 ug de proteinas
suspensas no adjuvante Montanide 888 e Marcol 52. Ap6s 15 dias da ultima
inoculacdo, os soros dos 3 coelhos imunizados foram coletados e os anticorpos
purificados por cromatografia de afinidade numa resina de Sepharose de
proteina G.

[0017]A reatividade dos trés soros contra as trés serpinas foi testado por
ELISA e Western-blot. Para o ELISA, RmSerpin-3, RmSerpin-6 e RmSerpin-17
purificadas foram utilizados para revestir placas de 96 pocos de poliestireno
(200 ng / pogo) durante 1 h a 37 °C. Solugédo salina tamponada com adicdo de
0,05% de Tween 20 (PBS-T) foi usada como solucdo de bloqueio durante 1 h a
37 °C. IgG de coelho purificada contra RmSerpin-3, RmSerpin-6 ou RmSerpin-
17 foram adicionadas aos pogos. Apds trés lavagens em PBS-T, os pogos
foram incubados com uma diluigdo de anti-lgG de coelho conjugado a
peroxidase. A reacdo foi revelada com 100 ulL de solugdo de substrato
cromogénico em tampéao citrato-fosfato a 100 mM, pH 5,0, e a reacao foi
incubada no escuro durante 15 minutos.
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Foi possivel observar que os anticorpos produzidos contra as proteinas
recombinante tem a capacidade de reconhecer a proteina especifica e
apresentam reatividade contra as outras serpins. A maior capacidade de
reconhecimento ocorreu entre a RmSerpin -6 e RmSerpin -17. Os dados estéao
descritos na tabela 1.

Tabela 1. Reatividade de anticorpos policonais contra serpinas recombinantes

determinado por ELISA
Anticorpo Reatividade cruzada (%) *
RmSerpin -3 RmSerpin -6 RmSerpin -17
Anti- RmSerpin -3 100 47 (£10) 40 (£9)
Anti- RmSerpin -6 35 (x10) 100 31 (6)

Anti- RmSerpin -17 46 (£10) 56 (+14) 100
* Comparada para a reatividade primaria. Resultados mostrados como media e

desvio padrao

[0018]Para obter informacdo sobre a atividade inibitéria das RmSerpin-3,
RmSerpin-6 ou RmSerpin-17, sobre diversas enzimas, suas atividades
inibidoras foram avaliadas contra um painel de serino-proteinases de
mamiferos, relacionadas com mecanismos da resposta imune contra parasitas:
trombina bovina, elastase pancreatica suina, tripsina pancreatica bovina, a-
quimotripsina de péancreas bovino, calicreina pancreatica suina, quimase
humana, triptase humana, plasmina humana. Um micromolar de cada proteina
recombinante foi pré-incubada com cada proteinase, durante 15 minutos a
37°C em 20 mM Tris-HCI, NaCl 150 mM, BSA a 0,1%, pH 7.4. Apés, o
substrato correspondente para cada uma das enzimas foi adicionado num
volume de reacgdo de 100 ul e a reagéo foi medida a OD 45 vm @ cada 11 s
durante 30 min a 30°C. O perfil inibitério de RmSerpin-3, RmSerpin-6 ou
RmSerpin-17 contra o painel de proteinases de mamiferos mostrou um padrao
de atividade inibitéria contra enzimas do tipo tripsina e quimotripsina (Tabela 2).
A incubagdo de RmSerpin-3 inibiu a atividade de quimotripsina, catepsina L,
elastase pancreatica e quimase (10 L), a incubagdo da RmSerpin-6 inibiu a
atividade de tripsina, plasmina, factor Xa, factor Xla e quimotripsina e a
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incubacdo da RmSerpin-17 inibiu a atividade de tripsina, plasmina, catepsina L,
quimotripsina e o factor Xla (Tabela 2).
Tabela 2. Efeito das serpinas sobre a atividade de diferentes enzimas

RmSerpin-3 RmSerpin-06 RmSerpin-17
(1 pM) (1 uM) (1 puM)

Quimotripsina 969 + 1.1 242 *+ 7.3 897 + 29
Fator IXa (300 s.i s.i s.i
nM)
Catepsina G 787 + 0.2 n.i 788 = 02
(166 nM)
Factor Xla (3.68 S.i 628 + 111 980 + 1.2
nM)
Tripsina (24.6 S.i 735 = 119 871 + 48
nM)
Fator Xa (5.8 s.i 327 = 106 n.i
nM)
Elastase (21.6 926 + 24 n.i n.i
nM)
Plasmina (10 S.i 241 £+ 49 583 + 135
nM)
Quimase (10 U) 233 + 486 n.i n.i
Fator Xlla (7.6 s.i S.i S.i
nM)
Trombina (43 U) S.i s.i s.i
u-PA (47.2 nM) s.i S.i s.i
Tryptase (10 U) S.i s.i s.i
t-PA (32 nM) s.i S.i S.i
Proteinase-3 s.i S.i S.i
(68 U)
calicreina (33 U) S.i S.i s.i

s.i: sem atividade inibitoria ou atividade inibitéria menor que 20%.
[0019]A seguir foi realizada a analise da capacidade de anticorpos anti-
serpinas inibirem a atividade inibitéria das RmSerpin-3, RmSerpin-6 ou
RmSerpin-17. Para isto, as atividades inibidoras das serpinas foram avaliadas
contra o mesmo painel de serino-proteinases na presenca dos anticorpos anti-
serpinas.

[0020]IgG de coelho purificados a partir de anti-soros contra serpinas foram
usadas para verificar se a ligacdo dos anticorpos nas serpinas poderia bloquear
a atividade inibitéria da serpina. As RmSerpin-3, RmSerpin-6 ou RmSerpin-17
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foram pré-incubadas com IgG durante 30 min a 37 °C. Apés, a enzima foi
adicionada e antes da adigdo dos diferentes substratos seguiu-se uma nova
incubacdo de 15 minutos a 37 ° C. A hidrélise do substrato foi medida a OD
405 nm a cada 11 s durante 15 min a 30 °C. Os dados mostram que anticorpos

contra uma serpina apresentam reatividade e inibem a atividade de todas

serpinas testadas. Os dados da capacidade inibitéria dos anticorpos frente as

serpinas estao apresentados na tabela 3.

Tabela 3. Efeito inibitério de anticorpos sobre a atividade de serpinas

recombinantes, determinado por ELISA

Soro

Inibigdo da
atividade da
serpina pelo

anticorpo (%)*

RmSerpinerpin -3 (sem soro)

RmSerpin-3 + anti-rRmSerpin-3 (0,8 uM)
RmSerpin-3 + anti-rRmSerpin-3 (1,7 M)
RmSerpin-3 + anti-rRmSerpin-3 (2,6 M)

RmSerpin-6 (sem soro)

RmSerpin-6 + anti-rRmSerpin-6 (1 uM)
RmSerpin-6 + anti-rRmSerpin-6 (2 uyM)
RmSerpin-6 + anti-rRmSerpin-6 (3 pM)

RmSerpin-17(sem soro)

RmSerpin-17 + anti-rRmSerpin-17 (1 uM)
RmSerpin-17 + anti-rRmSerpin-17 (2 uM)
RmSerpin-17 + anti-rRmSerpin-17 (3 uM)

66,70
64,27
66,81

18,99
48,843
50,47

0

85,68
84,11
84,37

*Efeito inibitério calculado em relagéo a atividade da serpina na auséncia de

anticorpos.
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[0021]A capacidade de anticorpos inibirem a atividade da serpinas permite
caracterizar as serpinas RmSerpin-3, RmSerpin-6 ou RmSerpin-17 como
antigenos com potencial vacinal para o desenvolvimento de uma vacina contra
o carrapato.
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REIVINDICACOES

1. USO DE SERPINAS DE CARRAPATO OU PEPTIDEOS DERIVADOS COMO VACINA
CONTRA O CARRAPATO caracterizado por ser compreendido das proteinas
RmSerpin-3, RmSerpin-6 e RmSerpin-17

2. USO DE SERPINAS DE CARRAPATO OU PEPTIDEOS DERIVADOS de acordo com a
reivindicacao 1, caracterizado pelas proteinas serem compreendidas das
sequéncias de aminoacidos SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2 e SEQ ID NO:3, um
adjuvante oleoso ou metalico, em um veiculo fisiologicamente aceitavel,
denominado RmSerpin-3-6-17, do carrapato bovino, Rhipicephalus (Boophilus)
microplus

3. USO DE SERPINAS DE CARRAPATO OU PEPTIDEOS DERIVADOS de acordo com as
reivindicagbes 1 e 2, caracterizado por serem as proteinas obtidas por
purificagéo a partir de tecidos de carrapato, sintese quimica ou produzidas em
outros organismos por meio de técnicas de DNA recombinante

4. UsSO DE SERPINAS DE CARRAPATO OU PEPTIDEOS DERIVADOS de acordo com as
reivindicacbes 1, 2 e 3, caracterizado pelo fato das proteinas terem pelo
menos 90% de identidade para as sequéncias definidas pela reivindicagéao 2

5. UsO DE SERPINAS DE CARRAPATO OU PEPTIDEOS DERIVADOS de acordo com as
reivindicactes 1 a 4, caracterizado pelo fato das proteinas estarem presentes
na concentragéo variando de 0,01 a 5,0 mg/ml

6. Uso de trés proteinas como definidas nas reivindicagbes 1- 5 para
formulagéo de uma vacina.
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RESUMO

UsO DE SERPINAS DE CARRAPATO OU PEPTIDEOS DERIVADOS COMO VACINA CONTRA
0 CARRAPATO

A presente invengdo descreve o uso de Serpinas de carrapato ou
peptideos derivados como vacina caracterizada pelo isolamento de trés
antigenos de carrapato bovino, Rhipicephalus microplus. Estes antigenos, as
proteinas RmSerpin-3, RmSerpin-6 e RmSerpin-17, sdo isolados de tecidos de
carrapato e caracterizadas por compreender das sequéncias de aminoacidos
SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:2 e SEQ ID NO:3, com atividades inibitérias de
serino-proteases, mas sem ter fungdes bioldgicas conhecidas. O uso destas
proteinas obtidas por purificacdo a partir de tecidos de carrapato, sintese
quimica ou produzida em outros organismos por meio de técnicas de DNA
recombinante, em animais, como imunégeno é capaz de gerar resposta
protetora contra carrapatos de forma que os antigenos possam ser utilizados
como vacinas para prevenir a infestagéo, isoladamente ou em conjunto com

outros antigenos.
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LISTAGENS DE SEQUENCIAS

<110> Nome do Requerente: Universidade Federal do Rio Grande do Sul
<120> Titulo da invencdo: Uso de serpinas de carrapato ou peptideos
derivados como vacina contra o carrapato bovino.
<160> Numero de sequéncias constantes do pedido: 3 (trés)

<210> SEQ ID NO: 01

<211> tamanho: 405 aminoacidos

<212> Tipo: Proteina

<223> Fonte original da molécula: glandula salivar do carrapato
Rhipicephalus microplus

<400> SEQ ID NO: 01

001 Met Val Ala Lys Phe Leu Phe Leu Ala Ser Ala Leu Ala 013
014 Val Ala His Cys Glu Thr Asp Asp Ser Thr Leu Leu Ala 026
027 Arg Ala His Asn Gin Leu Ala Val Asn Leu Leu Lys Glu 039
040 Leu Ala Thr Glu Asn Pro Ser Ser Asn Val Phe Phe Ser 052
053 Pro Thr Ser lle Ala Ala Ala Phe Gly Met Ala Tyr Leu 065
066 Gly Ala Arg Gly Gly Ser Glu Ser Glu Leu Asn Ser Val 078
079 Phe Gly His Ala Asp Val Gly Leu Thr Asp Arg Ser Arg 091
092 Leu Leu Thr Ala Tyr Lys Asn Leu Leu Glu Leu Ser Ala 104
105 Ser Pro Asn Val Thr Leu Asp Val Ala Asn Met Val Leu 117
118 Ala GIn Asp Arg Phe Pro lle Ser Asp Ser Tyr Lys Gin 130
131 Gin Leu Arg Glu ile Phe Asp Ala Asp Leu Arg Ser Ala 143
144 Asn Phe Val Glu Asp Gly Pro Arg Val Ala Ala Glu Val 156
157 Asn Ala Trp Val Arg Glu Lys Thr Arg Gly Lys lle Ser 169
170 Gly lle Leu Pro Glu Gly Gin Pro Leu Asp lle Val Leu 182
183 Phe lle Leu Asn Ala Val Tyr Phe Lys Gly Thr Trp Val 195
196 Thr Lys Phe Asp Ala His Arg Thr lle Asn Lys Pro Phe 208
209 Leu Asn Leu Gly Thr Thr Glu Val Ser Lys Pro Ala Met 221
222 His Leu Lys Ala Arg Phe Pro Tyr Ala Arg Val Glu Pro 234
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235 Leu His Ala Ser Ala Leu Glu lle Pro Tyr Glu Gly Asp 247
248 Arg Phe Thr Met Val Val Leu Leu Pro Asp Asn Ala Thr 260
261 Gly Leu Ala Ala Val Arg Asn Gly Leu Ser Leu Ala Ala 273
274 Leu Glu Asp Val Gly Ser Arg Leu Ser Phe Arg Asp Val 286
287 lle Leu GIn Leu Pro Lys Phe Asp Met Ser Leu Ser Tyr 299
300 Gly Leu Val Pro Ala Met Lys Ala lle Gly Leu Asn Ser 312
313 Val Phe Gly Gly Ser Ala Asp Phe Ser Gly lle Ser Glu 325
326 Ala Val Pro Leu Val lle Ser Asp Val Leu His Lys Ala 338
339 Ala Val Glu Val Asn Glu Glu Gly Thr lle Ala Thr Ala 351
352 Val Thr Gly Leu Gly Phe Val Pro Leu Ser Ala His Tyr 364
365 Asn Pro Pro Pro Pro lle Glu Phe Thr Val Asp His Pro 377
378 Phe lle Phe Tyr lle Arg Asp Arg Ser Thr Asn Arg Val 390
391 Leu Phe lie Gly Glu Val Asn Thr Leu His His His His 403
404 His His
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<210> SEQ ID NO: 02

<211> tamanho: 405 aminoacidos

<212> Tipo: Proteina

<223> Fonte original da molécula: glandula salivar do carrapato
Rhipicephalus microplus

<400> SEQ ID NO: 02

001 Met Lys Pro Leu Val Ala Val Ala Thr Leu Leu Ala Leu 013
014 Ser Cys Leu GIn Leu Ser Leu Cys GIn Thr Glu Gin Glu 026
027 His Lys Leu Val Ala Ala Asn Asn Gin Phe Ala lle His 039
040 Leu Leu Lys Val Leu Pro Ser Leu Pro Asn Glu Asn Val 052
053 Phe Phe Ser Pro Tyr Ser Leu Ser Thr Ala Leu Gly Met 065
066 Ala Phe lle Gly Ala Arg Gly Asp Thr Leu Glu Glu Leu 078
079 Ser Gin Ala Leu Gly Tyr Lys Ala Leu Ser Leu Ser Glu 091
092 Ser Asp Val Arg Glu Ala Phe Ala Leu GIn Asn Asn Arg 104
105 Leu GIn Ala His Ala Arg Gin Ala Gly Leu Asp Val Ala 117
118 Asn Ser Ala Ala Val Gin Gin Gly Leu Asp Val lle Asp 130
131 Thr Tyr Tyr Asp Ala Leu Asn Arg Thr Phe Asn Ala His 143
144 Val Phe Asn Val Asp Phe Gln Gly Asn Gly GIn Gin Ala 156
167 Val Asp Thr lle Asn Glu Trp Val Lys Gin Ala Thr His 169
170 Ser Lys lle Asp Lys Leu Phe His Glu Pro Leu Asp Thr 182
183 Asp Thr Arg Leu Val Leu Met Asn Ala lle Leu Phe Lys 195
196 Gly Leu Trp Glu Arg Gin Phe Asn Pro Ser His Thr Thr 208
209 Lys His Val Phe Tyr Asn Gly Gly lle Gin Gly Thr Pro 221
222 Val Asp Thr Met Phe Leu Arg His Thr Thr Arg Arg Gly 234
235 Phe Ser Val Glu Leu GIn Ser Lys Val Leu Glu Leu Pro 247
248 Tyr Arg Asp Ser Asp Tyr Ser Met Val lle Val Leu Pro 260
261 Glu Glu Arg Asp Gly Ala Asp Ala Val Lys Gin Val Leu 273
274 Thr lle Asp Lys Leu Asn lle Ala Val Gly Ser Leu Thr 286
287 Ser Gly Pro Val Ala lle Ser Leu Pro Lys Phe Lys lle 299
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300 Asp Lys Leu Asn Pro Leu Lys Ser Asn Leu Thr Ser Leu 312
313 Gly Leu Arg Lys Met Phe Gly Ser Glu Ala Asp Leu Ser 325
326 Gly lle Thr Gly Asp Arg Arg Leu Tyr Val Ser Asp Val 338
339 Leu GiIn Arg Ala Val Val Glu Val Asn Glu Glu Gly Thr 351
352 Glu Ala Ala Ala Val Thr Gly Val lle Gly Val Asn Arg 364

365 lle Gly lle Glu Pro Phe Leu Phe Thr Ala Asp His Pro 377
378 Phe Leu Phe Phe lle Arg Asp Arg Lys Thr Asn Glu lle 390
391 Phe Phe Ala Gly GiIn Val Asn Val Leu His His His His 403
404 His His
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<210> SEQ ID NO: 03

<211> tamanho: 398 aminoacidos

<212> Tipo: Proteina

<223> Fonte original da molécula: glandula salivar do carrapato
Rhipicephalus microplus

<400> SEQ ID NO: 03

001 Met Lys lle lle lle Cys Leu Ala Gly Leu Leu Ala Leu 013
014 Cys Tyr Gly GIn Glu Glu His Lys Val Thr Ala Ala Asn 026
027 Asn His Phe Gly Phe Lys Leu Leu Asn Ala lle Pro Val 039
040 Ser Pro GlIn Thr Asn Leu Phe Tyr Ser Pro Tyr Ser Val 052
053 Ser Thr Ala Met Ala Met Ala Tyr Val Gly Ala Arg Gly 065
066 Glu Thr Gin Arg Asp Leu His Glu Thr Leu Gly Tyr Ser 078
079 Ser Val Gly Leu Thr Pro Asp His Val Pro Ser Ala His 091
092 Ala Gin His Thr His Leu Leu Arg Ala Pro Ser Asn Ser 104
105 Thr Leu Arg Val Ala Asn Ala Ala Val Val GIn Glu Asn 117
118 Tyr Thr Val Thr Asp Glu Tyr Leu Gly Leu Leu Arg Gin 130
131 Ser Phe Asp Ala Glu Val Ser Val Ser Ser Leu His Asp 143
144 Glu GIn Ser Val Arg Ala lle Asn Asp Trp Val Lys Asn 156
157 Lys Thr Glu Gin Lys lie Glu Lys Leu Leu Ser Glu Pro 169
170 Leu Pro Pro Asn Thr Arg Leu Val Leu Leu Asn Ala lle 182
183 Tyr Phe Lys Gly Val Trp Asn Val Pro Phe Asp Ala Arg 195
196 Gly Thr GIn Lys Arg Pro Phe Phe Asn Ala Gly Thr Glu 208
209 lle Val Glu Val Asp Thr Met Tyr Glu Gin lie Ser Ala 221
222 Gly Tyr Ala Arg Asp Asp Glu Thr Asn Ala Asp Val Leu 234
235 Asp Leu Pro Tyr Ala Gly Leu Asp Tyr Ser Leu Thr lle 247
248 lle Leu Pro Arg Glu Arg Thr Gly Val Asp Ala Leu Arg 260
261 GlIn Asn Leu Ser Trp Pro lle Phe Gin Arg Leu Leu Ser 273
274 Lys Leu Asn Met Asn Ser Pro Met Glu Val Ser Leu Pro 286
287 Lys Phe Lys lle Glu Gly Ser Tyr Lys Leu Lys Ala Pro 299
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300 Leu Ser Ala Leu Gly Ala Ser Lys Ala Phe Asp Glu Arg 312
313 Tyr Ala Asp Phe Ser Gly lle Ser Gly Ala Arg Asp Leu 325
326 Thr lle Tyr Asp Val Val His Lys Ala Val Val Glu Val 338
339 Asn Glu Glu Gly Ser Glu Ala Ala Gly Ala Thr Ala Val 351
352 lle Phe Tyr Thr Lys Ser Ala Ala Val Gly lie Pro Phe 364
365 Val Val Asp His Pro Phe Leu Phe Phe lle Arg Asn Arg 377
378 His Thr Gly Asp Val Leu Phe Ala Gly Gin Val Asn His 390
391 Leu His His His His His His
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