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ABSTRACT. - Freire S.M., Campos G.S., Carvalho D., Nascimento I.L.O., Schaer R. & Meyer R. 
1991. [Analysis of the antigenicity of constituents of Boophilus microplus' saliva.] Análise da 
antigenicidade dos constituintes da saliva de Boophilus microplus. Pesquisa Veterinária Brasileira 
11(314):45-47 •. Lab. Imunologia e Biologia Molecular, lnst. Ciências da Saúde, Univ. Fed. da Bahia, 
Av. Reitor Miguel Calmon s/n, Campus Universitário do Canela, Salvador, Bahia 40140, Brazil. 

Toe macromolecules present in the Boophilus microplus saliva were separated by 
Electrophoresis on Polyacrylamide Gels and transferred to nitrocellulose paper. Some aspects were 
studied in QOth situations. Using Coomassie Brilliant Blue 250R to stain the proteins in the gel, 6 
and 11 bands were detected on nondenaturing and denaturing systems respectively. Three 
glicoprotein and one lipoprotein bands were detected when Beta-mercaptoethanol was used 
(denaturing system). ln this situation, three antigenic bands were observed in nitrocellulose paper 
after immunoenzymatic procedure when infested bovine or hyperimmune rabbit or mouse sera 
were used. Ali of these were glicoproteins. 

INDEX TERMS: Boophilus microplus, ticks, saliva antigenicity, 

SINOPSE. - A saliva (pool) de Boophilus microplus foi subme
tida a eletroforese em gel de poliacrilamida e logo a seguir proce
dida a transferência para papel de nitrocelulose, a fim de que a 
antigenicidade pudesse ser observada. A eletroforese revelou a 
existência de seis bandas quando em condições de não desnatura
ção e 11 bandas em condições desnaturantes. Neste último caso, 
três bandas eram glicoprotefuas e uma lipoprotefua. A revelação 
imunoenzimática no papel de nitrocelulose evidenciou três ban
das quando se usaram soros de bovinos infestados por esse ixodí
deo ou soro de coelhos e camundongos imunizados com a citada 
saliva. 

TERMOS DE INDEXAÇÃO: Boophilus microplus, ixodídeos, antigenici
dade da saliva. 

INTRODUÇÃO 

Várias tentativas de imunização contra o carrapato Boo
philus micr-oplus são descritas na literatura (Aires Berne 
1982, Binnington & Kemp 1980, Johnston et al. 1986, 
Labarthe 1981), em alguns casos, utilizando-se a saliva 
ou extratos de glândulas salivares (Binnington 1978, La
barthe 1981). Entretanto, não existe relato de estudos so
bre a antigenicidade ou o efeito imunoprotetor de frações 
da saliva. 

Estudos sobre os constituintes da saliva de algumas 
espécies de ixodídeos são encontrados na literatura. AI-
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guns aspectos da caracterização física, química e biológi
ca têm sido descritos, tais como o número de frações ob
tidas em eletroforese em gel de poliacrilamida (Tatchell 
& Binnington 1971), a existência de moléculas farmaco
logicamente ativas (Tatchell & Binnington 1971, Dickin
son et al. 1976, Binnington & Kemp 1980), a atividade 
enzimática (Geczy et al. 1971, Schleger & Lincoln 1976, 
Binnington 1978, Willadsen & Riding 1979), o estudo da 
passagem de componentes provenientes do bovino para o 
intestino de carrapatos durante sua alimentação em bovi
nos (Tracey-Patte 1987) e a caracterização de antígenos 
de glândulas salivares de Amblyomma americanwn, re
velando uma proteína de peso molecular de 20 Kd (Brown 
et al. 1984). 

O presente estudo traz uma análise da natureza quími
ca dos constituintes da saliva de B. microplus, associada 
a antigenicidade de tais macromoléculas observada atra
vés de eletroforese em gel de poliacrilamida ("PAGE") e 
de ensaio imunoenzimático ap6s transferência eletroforé
tica ("Western Blotting"). 

MATERIAL E MÉTODOS 

Saliva de Boophilus microplus. Extraída segundo a 
técnica sugerida por Tatchell (1967), através da utiliza
ção de uma solução a 5% de cloridrato de pilocarpina 
(Merck, Brasil) em salina 0,15M, como estimulante da 
salivação. 

Soros. Foram utilizados para o estudo da antigenicida
de, soros de bovinos infestados por Boophilus microplus 
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(análise individual ou de um "pool") e soros de coelhos e 
camundongos hiperimunizados com a saliva deste ixodí
deo. 

Eletroforese em gel de poliacrilamida. Foram feitas 
eletroforeses "slab gel" descontínuas 10% e 5% em con
dições desnaturante e não desnaturante, segundo as técni
cas de Andrews (1986). 

Padrões de Peso Molecular. Utilizados como marca
dores 1) MW-SDS-70L (SDS molecular weight markers 
in a discontinuous buffer-for molecular weight range 
14200 to 66000) composto de Alpha-Lactalbumin (bovi
ne milk), Trypsin Inibitor (soybean), Trypsinogen (bovi
ne pancreas), Carbonic Anhydrase (bovine erytrocytes), 
Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase (rabbit 
muscle), Albumin Egg (ovalbumin) and Albumin (bovi., 
ne) Stock No. SDS-7 Sigma Chemical Company. 2) Low 
Molecular Weight Markers for MW range 92400 to 13800, 
gentilmente cedido pelo Ludwig Institute for Cancer Re
search São Paulo Branch, composto de Phosphorilase B, 
Albumin (bovine), Albumin (egg), Myoglobulin and Cy
tochrome e. 

Transferência eletroforética. Realizada para papel de 
nitrocelulose, segundo técnica descrita por Andrews 
(1986). 

Caracterizaçifu qufmica com cromógenos. Testou-se a 
presença de glicoproteínas pela técnica de P.A.S (An
drews 1986), de lipoprotefuas pelo Sudan Black (Wil
liams & Chase 1968); de protease e arninopeptidase 

"' (Pearse 1969); fosfodiesterase, esterase inespecífica 
(Williams & Chase 1968) e de fosfatase (Pearse 1969). 

N 

Fig. 1. Representação esquemática do resultado da eletroforese em gel de 
poliacrilamida não desnaturante descontínuo a 10 e 5%. lg coluna: 
Padrões de P .M. de 66 Kd e 14 Kd no gel corado pelo Coomassie 
Brilliant Blue R-250; 2g coluna: amostra de saliva no gel corado pelo 
Coomassie Brilliant Blue R-250; 3g coluna: gel com amostra de 
saliva impregnada pe/,a prata. 

Fig. 2. Representação esquemática do resultado da eletroforese em gel de 
poliacrilamida desnaturante descontínuo a 10 e 5%. lg coluna: 
Padrões de P .M. de 92, 68, 45, 32, 18 e 14 Kd; ~ coluna: Amostra 
de saliva no gel corado pelo Coomassie Brilliant Blue R-250. 

Fig. 3. Representação esquemática do resultado da eletroforese em gel de 
poliacrilamida desnaturante e descontínua 10 a 5%, com coloração 
diferencial. lg coluna: Padrões 66 e 14 Kd no gel corado pelo 
Coomassie Brilliant Blue; 2g coluna: Amostra de saliva no gel 
reve/,ado pelo P .A.S. 

Fig. 4. Representação esquemática do resultado da eletroforese em gel de 
poliacrilamida desnaturante e descontínuo a 10 e 5%, com 
coloração diferencial. lg coluna: Padrões de 66 e 14 Kd no gel 
corado pelo Coomassie Brilliant Blue R-250; 2g coluna: Amostra de 
saliva no gel corado pelo Sudan Black B. 

Fig. 5. Representação esquemática do resultado da eletroforese em gel de 
poliacrilamida desnaturante e descontínuo a 10 e 5%. lg coluna: 
Padrões de P.M. de 66, 45 e 14 Kd gel corado pelo Coomassie 
Brilliant Blue; 2g coluna: Amostra de saliva reve/,ada 
enzimaticamente para esterase inespedfica. 

Fig. 6. Fotografia do resultado do "westem blof' em papel de nitrocelulose 
de amostra de saliva a partir da eletroforese em gel de poliacrilamida 
desnaturante e descontínuo a 1 O e 5% quando reve/,ado com soro de 
bovino infestado. 
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RESULTADOS 

A eletroforese em gel de poliacrilamida de não desnatu
ração evidenciou 6 bandas quando o gel foi corado pelo 
Coomassie Blue R-250 e 7 bandas quando foi corado 
pela prata (Fig.1). 

O mesmo procedimento em condições de desnaturação 
apresentou 11 bandas quando utilizado o primeiro corante 
mencionado (Fig.2). Como pode ser observado, em con
dições de desnaturação as bandas se localizaram nas se
guintes faixas de P.M.: uma maior que 92 Kd, uma com 
aproximadamente 92 Kd, sete entre 45 e 68 Kd, uma com 
aproximadamente 32 Kd e uma menor que 14 Kd. A cor
rida sem SDS, evidenciou uma banda acima de 66 Kd, 
uma banda abaixo de 14 Kd e as demais entre os dois li
mites. 

A coloração com o P.A.S mostrou três bandas, duas 
delas com P.M. acima de 66 Kd e uma abaixo de 14 Kd 
(Fig.3). 

A técnica do Sudan Black evidenciou uma banda com 
P.M. maior que 66 Kd (Fig.4)., 

As reações para a detecção de atividade enzimática se 
mostraram negativas para aminopeptidases (leucilamino
peptidase ), protease, fosfatase alcalina, enquanto que a 
atividade de esterase inespecífica foi detectada nas faixas 
de 45 e 66 Kd (Fig.5). 

O teste imunoenzimático após transferência para papel 
de nitrocelulose a partir da eletroforese em gel de polia
crilamida desnaturante e descontínuo a 10 e 5%, quando 
revelado com soro de bovino infestado, resultou no apa
recimento de três bandas, uma de P.M. maior que 66 Kd 
e duas menores que 14 Kd (Fig.6). 

DISCUSSÃO 

A análise dos resultados apresentados acima mostra que 
na saliva de Boophilus microplus existem pelo menos 
sete componentes protéicos, dentre os quais dois apre
sentam atividade de esterase, três são proteínas conjuga-: 
das a glicídios e pelo menos um deles é uma lipoproteína. 
As bandas reveladas pelo P.A.S. e pelo Sudan Black são 
também reveladas pelo Coomassie ou pela Prata. A anti
genicidade foi verificada em três bandas, sendo que uma 
delas com P.M. maior que 66 Kd e as outras com P.M. 
menor que 14 Kd. Tais bandas foram também reveladas 
pelo P.A.S., o que sugere sua natureza glicoprotéica. 

Os resultados aqui apresentados são concordantes com 
os de Tatchell & Binnington (1971) no que se refere ao 
número de bandas encontradas em "PAGE", entretanto, 
são discordantes no que tange à natureza de tais molécu
las, uma vez que para este autor quatro seriam protéicas e 
apenas duas glicídicas. Quanto à atividade enzimática, 
apesar de existirem relatos de atividade esterásica e de 

aminopeptidase, através da abordagem utilizada, apenas a 
ação de ésterase foi verificada. Entretanto, tendo em vista 
a possibilidade da perda de atividade pelo tratamento da
do às amostras testadas, outros ensaios estão sendo reali
zados com eletroforese cruzada em agarose ( dados não 
publicados). 

A identificação das frações antigênicas, até o momen
to, ainda não tinha sido relatada de modo sistemático; tal 
identificação tem permitido a continuidade dos experi
mentos, os quais buscam agora elucidar a imunogenicida
de destas frações. 
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