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RESUMO 

O carrapato Boophilus microplus, um ectoparasita hematófago, é responsável 

por perdas económicas substanciais na bovinocultura, necessitando o uso intensivo 

de acaricidas em várias partes do mundo. Problemas com os resíduos qulmicos 

presentes na carne e no leite, o custo dos acaricidas e a seleção de populações de 

carrapato resistentes, têm estimulado o desenvolvimento de métodos de controle 

alternativos não-químicos. O controle imunológico, por meio de vacinas, é 

considerado o um dos métodos mais promissores, no entanto, seu desenvolvimento 

depende da identíficação de moléculas do carrapato e caracterização de seus papéis 

na fisiologia desse artrópode. 

Recentemente foi descrito que o B. microplus obtém suas moléculas de heme 

da hemoglobina do hospedeiro presente no sangue ingerido, sendo o primeiro 

organismo multicelular descrito que é incapaz de sintetizar o anel de ferro 

protoporfirina IX. Um importante resultado dessa descoberta, no contexto da 

reprodução do carrapato, é que os ovos devem conter todo o hem e necessário para 

constituir um novo organismo. Assim, as vitelinas, principais proteinas do vitelo, além 

de constituírem a principal fonte de aminoácidos, fornecem o heme necessário para 

o desenvolvimento do embrião. A disponibilidade dessa fonte depende de várias 

enzimas proteolíticas, entre elas a THAP (Tick Heme-binding Aspartic Proteinase). 

Estudos com essa enzima mostraram que ela possui um sítio de ancoragem que 

r~c,~nhece heme na · superfície do substrato protéico aumentando assim sua 

especificidade para hemeproteínas e promovendo um mecanismo de controle do 
•· ' ' 

estresse oxidativo. Percebendo sua importância na embriogênese do carrapato, nós 

realizpmos a sLibelon'agem da seqüência codificante completa da THAP após a 

r~cuperação dos doze nucleotideos iniciais que estavam ausentes no cDNA 

inicialmente clonado. Através de PCR, obtivemos um amplicon de 1065 pb que foi 

clonado no vetor de expressão pET43a. O plasmídeo resultante (pET43a- THAP4aa) 

foi eletroporado em nove linhagens de E.coli BL21(DE3). As melhores condições 

estabelecidas para a produção da proteína recombinante (rTHAP associada a 

proteina de fusão Nus-Tag) na forma solúvel foi a expressão em E.co/i BL21(DE3) 
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RIL a 23º C por 4 horas com 1 mM de IPTG. A análise da expressão foi realizada por 

SDS-PAGE e Western-blot com soro policlonal anti-THAP nativa. A THAP 

recombinante foi purificada por cromatografia de afinidade em resina Sepharose-Ni2+_ 

Uma fração parcialmente purificada e hidrolisada para remoção da proteína de fusão 

foi utilizada na realização de ensaios enzimáticos com substrato sintético 

fluorogênico. A atividade específica obtida sobre substrato sintético foi de 2,267 RFU/ 

mini mg de proteína. Essa atividade foi inibida por pepstatina A, mas não por E-64, 

leupeptina ou antipaína. O sucesso da expressão da rTHAP ativa em E.coli oferece 

uma vantagem para produção e purficação dessa enzima em larga escala o que 

pode acelerar investigações adicionais sobre sua atividade enzimática e sobre a 

estrutura funcional desta enzima. Além disso, a produção de proteinas 

recombinantes em sistema heter61ogo é um processo chave para o desenvolvimento 

de uma vacina para o eficiente controle do B. microplus, objetivo central do nosso 

trabalho. 

Palavras-chave: Boophi/us microp/us, THAP, aspártico protease, heme, atividade 

enzimática. 

(. 
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ABSTRACT 

Toe hard tick Boophilus microplus is responsible for substantial economic 

losses to the livestock industry, necessitating intensive use of chemical acaricides in 

many parts of the world. Problems of chemical residues in meat and milk, costs of 

acaricides, and development of resistance by ticks, have long been recognized and 

have helped to stimulate interest in tick control by immunological and biological 

means. An anti-tick vaccine is considered one of the most promising methods; 

however, its development still depends on the identification of tick molecules and 

characterization of their roles in arthropodi physiology. 

Recently it was show that B. microplus obtains its o'M'l heme from host 

hemoglobin present in the ingested blood, being the first multicellular organism shown 

to be unable to synthesize the protoporphyrin ring. An important outcome of this 

finding, in the context of tick's reproduction, is that the egg must provide aH the heme 

necessary to buíld upa new organism. Thus, vitellins (VT), the major storage proteins 

from eggs, are the source of amino acids and heme used for embryo growth in this 

arthropod. The available of this source is dependent of severa! proteolytic enzymes, 

among them an heme-binding aspartic proteinase (THAP). Studies with that enzyme 

showed that it has a docking site that recognízes heme on the surface of protein 

substrates increasing its specificity toward hemeproteins and providing a possible 

m.echanism of·regulating tick VT degradation preventing oxidative damage. Perceive 

its importance; we have subcloned the full protein sequence afterrestoring of the four 
. , 

initial • amino acids of the THAP. lt was necessary since in itíal nucleotides of the exon 
•· ' ' 

were , absent in the original cDNA cloned. Through PCR was obtained an amplicon 

v,,ith ·1065 bp thatwas cloned ln the pET43a expression vector. The resultant plasmid 
' • f 

(pET43a- THAP4aa) was transformed by· electroporation in eleven E. coli strains 

BL21 (DE3). The best conditions established for production of the recombinant 

protein (rTHAP with fusion protein Nus-Tag) in the soluble form was the expression in 

E.co/i BL21 (DE3) RIL at 23° C and 1 mM of IPTG for 4 hours. Analysis of the 

expression was performed by SDS-PAGE and Western-blot using a polyclonal serum 

anti-THAP. For the purification of rTHAP-NusTag was used an affinity 

UFRGS • BIBLIOTECA 
INST. BIOCIÊNClAS 
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chromatography column with Sepharose-Ni2+_ A fraction partially purified was 

obtained and its enzymatic activity was assayed with fluorogen ic substrate Abz­

AIAFFSRQ-EDDnp after hydrolysis for removal the fusion protein (Nus-Tag). The 

enzymatic activity was monitored for 1 hour with F-MAX fluorometer and the specific 

activity obtained was 2,267 RFU/ m in/ mg of protein. lts activity was inhibited by 

pepstatin A, but not by E-64, leupeptin or antipain. The successful expression of 

aclive recombinant THAP in E.coli offers an advantage for production and purification 

of that enzyme in wide scale that can accelerate additional investigations about its 

enzymatic activity and functional structure of this enzyme. Besides, the production of 

recombínant ptoteins in heterologous systems is a key process to development of an 

anti-tick vaccine, central objective of our work. 

Keywords: Boophi/us microplus, THAP, aspartt proteinase, heme, enzymatic 

activity. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 O Carrapato Boophllus microplus 

O carrapato Boophilus microplus (CALESTRINI, 1887) é um ectoparasita 

hematófago de mamíferos pertencente ao filo Arthropoda, classe Arachnida, ordem 

Acarina e família lxodidae. Essa familia caracteriza-se pela presença de escudo 

quitinoso (carrapatos duros). O B. microplus é originário da Asia e tem como principal 

hospedeiro o bovino, embora seja capaz de completar eventualmente seu ciclo de 

vida em outros animais, como a ovelha, o cavalo, o búfalo e o veado (GONZALES, 

1995). Sua distribuição no mundo inclui os grandes rebanhos comerciais da América, 

África, Ásia e Oceania, entre os paralelos 32 ºN e 32 °S (GONZALES, 1995), sendo 

considerado o carrapato de maior significado econômico e o principal alvo em 

programas de controle e erradicação nos rebanhos da América do Sul (NARI, 1995). 

1.2 Ciclo biológico 

O ciclo de vida do B. microptus divide-se em duas fases: a fase de vida livre e 

a fase de vida parasitária. 

A fase de vida livre tem duração de 20 dias a vários meses, dependendo das 

condições climáticas. Essa fase tem inicio quando a fêmea completamente 

ingurgitada (teleógina) se desprende do hospedeiro e cai ao solo. As teleóginas 

pos~uem geotropismo positivo e buscam abrigo protegido da luz solar no solo e na 

v~g'étàção para dar rnlcio ao perlodo de pré-póStura que dura de 2 a 3 dias, 
' • 

dependendo do volume de sangue ingerido (NAGAR, 1968) e da temperatura 
~· ' ' 

ambiente (OLIVEIRA et ·al, 1974). Após esse período, tempo necessário para a 

formação dos ovos, as teleóg·inas realizam a postura, que pode chegar a 3. 000 ovos 

por fêmea, e após morrem. Aproximadamente 7 dias após o término da posturà, 

inicia-se a eclosão dos ovos, que em condições ideais para o desenvolvimento do B. 

microplus, ou seja, temperatura de 28 ºC e umidade relativa superior a 70 % 

(GONZALES, 1995), tem duração média de 18 dias. Após um período de 

aproximadamente 7 dias as neolarvas transformam-se em larvás infectantes e 

migram por geotropismo negativo para as extremidades apicais da vegetação, onde 
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localizam o hospedeiro pelo odor, vibrações, sombreamento, estímulo visual 

(WALADDE & RICE, 1982) e dióxido de carbono expirado (SONENSHINE, 1993). A 

temperatura e a umidade influenciam o tempo de sobrevivência das larvas no 

ambiente, que pode ser de vários meses (GONZALES, 1995). A fase de vida livre 

termina quando a larva encontra o hospedeiro. 

A fase de vida parasitária dq B. microplus desenvolve-se sobre um único 

hospedeiro e têm período de duração médio de 21 dias, onde passa pelos estágios 

de larva, ninfa e adulto. Assim que entram em contato com o bovino, as larvas 

migram para regiões corporais, como a região posterior das coxas e as regiões 

perianal e perivulvar, que são mais propícias para o seu desenvolvimento em virtude 

da espessura, vascularização, temperatura da pele e dificuldade de auto-limpeza do 

hospedeiro (COROOVÉS, 1996). A larva passa a se alimentar de linfa e após 7 dias, 

aproximadamente, sofrem a primeira ecdise transformando-se em ninfas. Uma 

segunda ecdise ocorre 8 dias depois dando origem a adultos com dimorfismo sexual. 

Na fase adulta ocorre a cópula e as fêmeas passam a se alimentar de sangue até 

seu ingurgitamento total e queda ao solo. Os machos, por sua vez, permanecem no 

hospedeiro à procura de novas fêmeas, sobrevivendo até duas vezes mais que 

essas (ROBERTS, 1968). Os carrapatos adultos machos recebem a denominação de 

neandros logo após a ecdise e, de gonandros quando atingem o seu tamanho 

máximo. Já as fêmeas adultas são denominadas heóginas logo após a ecdise, 

partenó~inas quando se· encontram parcialmente ingurgitadas e teleóginas quando 

~tão ingurgitadas e prontas para se desprender do hospedeiro (GONZALES, 1995) . 
. , 

É na fase de vida parasitária que o carrapato se alimenta, aumenta 
~- ' ' 

consideravelmente seu peso, armazena nutrientes para a fase seguinte no solo 

(quand<? fêmea),· transmite agentes patogêntcos ou não ao hospedeiro e determina 

~ prejuízos econômicos decorrentes deste parasitismo (CORDOVÉS, 1996). A 

Figura 1 ilustra o ciclo de vida do carrapato. 
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l 

• LARVA NESTIUITE-WOS/EClOSÃIJ - - --POST~A 

FASE DE VIDA LJVRE 

Figura 1 - Representação esquemática do ciclo de vida do carrapato S. microplus 

(Forte: Gonzales, 1995). 

1.3 Importância econômica 

O parasitismo do carrapato bovino acarreta significativo dano econômico à 

pecuária bovina (HORN & ARTECHE, 1985). Durante a fase parasitaria, um único 

carrapato suga de 2 a 3 mi de sangue (GONZALES, 1995), o que se reflete em 

grandes perdas na produção de leite e carne (SUTHERST et ai., 1983), além dos 
. ' 

danos ao couro causados pelas lesões e reações inflamatórias nos pontos da fixação 

do carrapato (SE.IFERT et ai. , 1968). O B. microplus também transmite patógenos 

para-animais e humanos que causam doenças tais como a Babesiose (Babesia bovis 

e ·aabesia bigemina), a Anaplasmose (Anaplasma margina/e), a Teleriose (Theileria 
. ' ' 

annulata) e a doença de Lyme (Borre/ia burdorfen) (NARI et ai., 1995; NUTTALL et 

ai., 2006). Além' dos · prejuízos diretos causados pela infestação de carrapatos, 

existem as despesas com instalações e equipamentos necessários à aplicação de 

carrapaticidas nos rebanhos, aquisição de carrapaticidas e período de carência após 

aplicação das drogas. A existência de carrapatos e das enfermidades por eles 

transmitidas limita em muitos casos a exportação de bovinos vivos de certas regiões 

endêmicas para áreas livres de carrapatos. Até limitações internas de um mesmo 
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país constituem barreiras sanitárias que afetam o desenvolvimento e a economia 

regional (CORDOVÉS, 1996). 

Atualmente, o Brasíl é um dos maiores produtores de carne bovina do mundo, 

possui um rebanho bovino de aproximadamente 200 milhões de cabeças, produzindo 

aproximadamente 8,5 milhões de toneladas de carne e 23 bilhões de leite por ano 

(CNPC, 2005; IBGE, 2004). Estima-se que, anualmente, as perdas decorrentes da 

infestação pelo B. microp/us cheguem a 1 bilhão de dólares americanos no Brasil 

(GOMES, 2000). Neste contexto, o controle do carrapato bovino é fundamental para 

a manutenção da sanidade do rebanho nacional e o desenvolvimento da 

bovinocultura, uma atividade de fundamental importância para o país. 

1.4 Métodos de controle 

1.4.1 Controle químico 

O método de controle para o carrapato bovino que mais tem sido utilizado 

desde a década de 50 é o uso de acaricidas (PRUETT, 1999). Apesar de ser o único 

método eficaz atualmente disponível, o uso de pesticidas químicos tem se tornado 

cada vez mais problemático por inúmeras razões. O surgimento de populações de 

carrapatos resistent~ para as diferentes drogas introduzidas no mercado, foi 

descrita ao longo do século XX. Com isso, a necessidade de troca dos principios 

ativos levou a utilização seqüencial e/ou simultânea de acaricidas baseados em 

compostos ársenicais, organoclorados, organofosforados, carbamatos, 

formamidinas, piretróides e-àvermectinas (GEORGE et ai, 2004). O curto periodo de 
~- ' ' 

tempo . entre as gerações e o emprego de subdosagem, parece contribuir para o 

rc:1p ido_ aparecimento d-e resistência no B. microp/us (KOCAN, 1995). O controle 

quimico também traz : impactos ao meio ambiente e a saúde pública, através da 

contam inação de rios e solos e devido à presença de resíduos tóxicos nos produtos 

de origem bovina (carne, leite e derivados). Além disso, o controle químico mostra-se 

cada vez mais inviável economicamente, visto o alto custo dos acaricidas, da mão­

de-obra e das insta·Iações necessárias para aplicação. Todos esses fatores impõem 

a necessidade de buscar métodos alternativos para o controle do B. microplus. 
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Atualmente, os controles biológico e imunológico já constituem parte de programas 

de controle integrado de ectoparasitas, que ainda exigem a utilização de produtos 

químicos (PRUETT, 1999). 

1.4.2. Controle blológlco 

O B. microplus, assim como qualquer organismo vivo, tem sua viabilidade 

condicionada às condições de estresse a que estiver submetido. Portanto, fatores 

ambientais não favoráveis, principalmente com relação à temperatura e à umidade 

relativa do ar, podem desempenhar papel importante no equilíbrio das populações de 

carrapatos no campo,. reduzindo o número de larvas viáveis e, conseqüentemente, 

os índices de infestação dos bovinos (GONZALES, 1995). 

o tipo de vegetação e a seleção de raças bovina menos sensíveis ao 

carrapato também podem atuar como fatores •limitantes no crescimento da população 

de carrapatos. Pastagens nativas com vegetação arbustiva proporcionam abrigo as 

fêmeas em postura, enquanto que algumas pastagens, por serem tóxicas, repelentes 

ou por imobilizarem as larvas através de secreções ou estruturas da planta, podem 

limitar bastante o número de carrapatos. Em especial, o plantio de gramíneas do 

gênero- Stylosanthes (SUTHERST et ai., 1982) e do capim gordura (Melinis 

minutiflaa) (FARIAS et al., 1986) podem contribuir consideravelmente para o 

controle do carrapato: Outra técnica que pode ser viável utilizando os conhecimentos 

sobre o ciclo biológico do carrapato é a rotação de pastagens que comprovadamente 

redüz· o.s n-lve.is' de inféstação pelo B. microplus, especialmente nas épocas de pico 

para:'itário (NORTON ~t ai., 1983; ELDER et ai., 1980) . 

.O controle biológico pode também ser baseado na relação do carrapato com 

~us i_nimigos natu,rais. Os carrapatos são alvos de uma série de predadores, dentre 

~ quais, deve-se salientar a garça vaqueira (Egret'ta• ibis), que se alimenta de larvas, 

neóginas e partenóginas retiradas do corpo dos bovinos ou de teleôginas que caem 

ao solo (ALVES-BRANCO et a!., 1982). Grandes populações de formigas carnívoras 

podem manter baixos os níveis populacionais de B. microplus devorando fêmeas ao 

solo (GONZALES, 1995). Vários microorganismos potencialmente patogênicos 

·podem ser encontrados em carrapatos. Os fungos Metarhizium anisopliae e 
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Beauveria bassiana tem sido os mais estudados e parecem os mais promissores 

(SAMISH et ai, 2004). O M. anisopliae, um deuteromiceto entomopatogênico, é 

altamente patogênico para carrapatos Jxodes scapularis (ZHIOUA et ai. , 1997), 

Rhipicepha/us appendiculatus, Amblyomma variegatum (KAAYA et ai., 1996) e B. 

microplus (FRAZZON et ai., 2000). No Brasil, já foram encontrados isolados de M. 

anisopliae infectando naturalmente o B. microplus (DA COSTA et ai. , 2002). 

Avaliação in vitro de 12 isolados desse fungo sobre fêmeas ingurgitadas de B. 

microplus mostrou que existem isolados mais patogénicos e que podem causar 

morte de até 100 % dos carrapatos infectados, dependendo da concentração de 

esporos na suspensão utilizada (FRAZZON et ai., 2000). Bactérias, como 

Escherichia coli, Cedecea lapagei e Enterobacter agg/omerans são naturalmente 

encontradas no aparelho reprodutor feminino do carrapato e também têm sido 

estudadas no controle biológico. Existem relatos de uma diminuição de até 47 % na 

postura quando teleóginas de B. microplus foram submersas em suspensão de C. 

/apagei (BRUM, 1988). Outros organismos parasitas, tais corno nematódeos, tem 

sido também avaliados como ferramentas no controle biológico de carrapatos, Já que 

têm se mostrados eficientes no controle de insetos (SAMISH & GLAZER, 2001). 

Outra estratégia envolvendo controle biológico é a utilização de compostos 

naturais como pesticidas. DAVEY et ai. (2001) testaram em bovinos, diferentes 

concentrações de• "spinosad", um acaricida natural de Sacharopolyspora spinosa 

(a~tinomiceto); obtendo uma drástica redução no número de fêmeas ingurgitadas, na 

massa -de ovos e no índice de fecundidade do B. microplus. O extrato· de Sapindus 
' • 

saponaria, uma árvore rica em sapon inas e encontrada nos EUA, México, Argentina 
... ' ' 

e Brasil, foi testado in vitro contra larvas de B. microplus demonstrando ação larvicida 

(FERNANDES et ai., . 2005). Resultado semelhante foi obtido com óleo essencial 

e~ral_do de 3 espécies: de Eucalyptus (CHAGAS et ai., 2002). 

O controle biológico através de um programa de manejo integrado de pragas, 

apesar de eficiente, nem sempre pode ser utilizado por interferir no manejo rotineiro 

da criação, além de poder gerar desequilíbrios ecológicos no ecossistema. 
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1.4.3. Controle Imunológico 

o controle de ectoparasitos através de vacinação tem sido estudado nas 

últimas cinco décadas e é considerado um dos métodos mais promissores como 

alternativa ao uso de acaricidas (WILLADSEN & KEMP, 1988). No entanto, o 

desenvolvimento de uma vacina depende da identificação de moléculas com 

potencial protetor, caracterização de seus papéis na fisiologia do carrapato e 

produção de antígenos recombinantes, etapa fundamental para produção de uma 

vacina economicamente viável (WILLADSEN et ai., 2001 e 2004). 

Durante o processo de obtenção de sangue, os carrapatos estimulam a 

imunidade do• hospedeiro, que é caracterizada pelo aparecimento de anticorpos e 

imunidade celular contra vários antígenos do parasita. A resposta imune do bovino 

contra o carrapato envolve células apresentadoras de antígenos, citosinas, linfócitos 

B e T, imunoglobulinas, granulócitos, entre outras células e moléculas. A resistência 

adquirida mediada imunologicamente é expressa pela diminuição da produção e 

viabilidade dos ovos e larvas, pela redução no número de carrapatos que se fixam ao 

hospedeiro, pela diminuição no peso das teleôginas, pelo aumento do tempo de 

alimentação e pela morte dos carrapatos (WIKEL, 1996). Os parasitas, por sua vez, 

desenvolveram maneiras de evadir ou suprimir respostas imunes. A saliva de 

artrópodos hematófagos possui propriedades anti-hemostáticas, vasodilatatórias, 

antiinflamatórias e imunossupressoras, facilitando a sua alimentação e a aquisição e 

transmissão de patógenos (RIBEIRO, 1989). 

• Com objetivo de induzir uma melhor resistência no animais, vários estudos 

vem sendo desenvol,vidos na tentativa de obtê-la por imunização artificial. A 

cápacidade dos bovinos imunizados de produzirem uma resposta imune para 

~xtratôs de carra·pato e proteinas purificadas tem sido descrita. Foi observado que a 

taxa de fecundidade dos carrapatos alimentados em bovinos imuni·zados com ovo, 

larva ou tecidos adultos de B. microplus é mais baixa que daqueles alimentados em 

bovinos não imunizados (DA SILVA VAZ. JR, 1 et ai. , 1998). Todas estas observações 

fornecem bases que justificam tentativas de utilizar vacinas no controle desse 

ectoparasito. 
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A pesquisa de antígenos com potencial protetor constitui-se no maior desafio 

para o desenvolvimento de vacinas, sendo ainda hoje o objeto de pesquisa de vários 

grupos. Duas fontes de antígenos candidatos para vacina são identificáveis: os 

antígenos naturalmente expostos ao sistema imune do hospedeiro durante a fase 

parasitária, como protelnas e peptídeos sintetizados na glândula salivar; e os 

antígenos ocultos (concea/ed antigen) que não entram em contato com o hospedeiro 

(NUTT ALL et ai, 2006). Este novo conceito surgiu com experimentos de vacinação 

contra o 8. microplus (WILLADSEN & KEMP, 1988). Por não entrarem em contato 

com o sistema imunol•ógico do hospedeiro, os antígenos ocultos não tem 

possibilídade de induzirem resposta imune durante o parasitismo. Entretanto, uma 

vez que o hospedeiro seja imunizado artificialmente com um destes antígenos, 

anticorpos e outros elementos do sistema imune, se ingeridos pelo parasito, 

interagem com a proteina utilizada na imunização podendo interferir nas funções 

desta de modo a causarem danos ao parasito (DA SILVA VAZ. J R, 1 et aJ., 2002). 

A vantagem estratégica do uso de vacinas com antigenos ocultos é a de evitar 

os principais mecanismos que os parasltos apresentam para escapar da resposta 

imune do hospedeiro como inibidores do sistema complemento, da resposta 

inflamatória, da proliferação de linfócitos T, produção de citosinas e histamina 

(BARRIGA, 1999). No entanto, uma implicação negativa do uso de an-tigenos ocultos 

é que a resposta imunológica dos animais tratados não é continuamente estimulada 

pela infestação natural, necessitando de revacinação para manutenção do status 

protetor (WILLADSEN," 2004). 
' , 

Preenchendo os requisitos deste conceito o, primeiro antígeno oculto isolado 

em carrapatos foi a proteína Bm86, uma glicoproteina de membrana presente no 

intestino (WILI..ADSEN et ai, 1989). A Bm86 induz resposta imunológica em bovinos 

irr,uni.zados e é a base de duas vacinas comerciais presentes no mercado: a 

TickGardno, desenvolvida na Austrália pela Divisão de Ciências Animais Tropicais do 

CSIRO, e a Gavac™, desenvolvida no centro de Engenharia Genética e Biotecnologia 

de Cuba. Embora essas vacinas estejam disponíveis comercialmente, elas não 

asseguram o grau de proteção necessário para suprimir o uso de acaricidas, apesar 
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de reduzirem o número de aplicações o que ajuda a diminuir os prejuízos 

econômicos (WILLADSEN, 1996; DE LA FUENTE et ai,, 1999; VALLE et ai., 2004). 

Com o intuito de aumentar a efetividade da vacina, o grupo australiano avaliou 

o potencial da vacinação com DNA na produção de uma resposta imune protetora 

utilizando a seqüência codificante da Bm86, mas o nível de proteção foi muito menor 

quando comparado às imunizações com a proteína (DE ROSE et ai., 1999). 

Imunizações -de bovinos com peptídeos sintéticos derivados da Bm86 também toram 

testadas, resultando na diminuição do número, peso e capacidade de ovoposição 

das tele6ginas (PATARROYO et ai., 2002). O grupo australiano descreveu e avaliou 

um segundo antígeno oculto, denominado Bm91, que em associação com Bm86 

aumenta a eficácia da vacinação (RIDING etal., 1994; WILLADSEN -et a/. , 1996). 

Além dos antfgenos que compõem as vacinas comercialmente disponlveis 

descritas acima, outras proteínas que também conferem algum grau de proteção ou 

induzem a produção de anticorpos que interferem no sucesso reprodutivo do 

carrapato tem sido descritas (LEAL et ai., 2003). 

Nosso grupo de pesquisa tem trabalhado na caracterização de diversas 

proteínas do B. microplus presentes no intestino, nos ovários, nas glândulas 

salivares, nos ovos e tecidos de larvas. A detecção de imunoglobulinas funcionais na 

hemolinfa do B. micropJus suporta os estudos com protefnas de órgãos internos do 

carrapato para uso no controle das infestações por interferirem em funções 

fis'iológi~as não exclusivamente relacionadas ao sistema digestivo (DA SILVA VAZ Jr 

et à/., ·1996). 

A BYC (Boopt,ilus Yo/1<. pro-Cathepsin), uma aspártico protease isolada de 

ovos do B. microplus foi capaz de induzir resposta imune protetora em bovinos 

çontra_ infestaçõe~ de B. microplus. Os efeitos protetores foram observados pela 

r~ução no número de teleóginas, capacidade de postura e fertihdade dos ovos, com 

eficácia variando entre 14% e 36%. O cDNA da BYC foi clonado em dois vetores 

plasmidiais distintos para a expressão em E. co/i de duas formas de proteína 

recombinante, com e sem proteína de fusão tioredoxina. As duas formas foram 

imuno-reativas contra soros de coelhos, camundongos e bovinos previamente 

imunizados com a BYC nativa (LEAL, et ai.; 2006( 1}). Experimentos de vacinação de 
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bovinos com BYC recombinante produzida em E. coli resultaram em um índice de 

proteção global de 25,24% quando os bovinos foram desafiados com 20.000 larvas 

infestantes de B. microplus (LEAL et ai. , 2006(2)). A taxa de proteção induzida pela 

BYC nativa e pela BYC recombinante são insuficientes para permitir um controle 

eficiente do B. microplus. Uma possível razão para estes resultados se deve ao fato 

da BYC ser abundante nos ovos, necessitando alta concentração de anticorpos para 

induzir um dano signifi·cativo nos carrapatos. Dados que corroboram para essa 

suposição é a observação que a inoculação de anticorpos monoclonais anti--BYC em 

fêmeas ingurgitadas de carrapato· induzem redução de fertilidade de fo'fma dose­

dependente (DA SILVA VAZ. Jr et ai., 1998). 

Inibidores de tripsina (BmTls) foram detectados em diferentes fases de· 

desenvolvimento do B. microplus, indicando um passivei papel na interação parasito­

hospedeiro. Esses BmTls foram usados como antígenos para a imunização de 

bovinos que foram desafiados com larvas de carrapato. Esses bovinos apresentaram 

redução de 67,9% no número total de carrapatos, 71,3% no peso total dos ovos e 

69,5% no peso total das fêmeas ingurgitadas, quando comparados aos bovinos 

controles. A eficácia total da vacinação foi de 72,8% (ANDREOTTI et ai. , 2002). 

O potencial imunogênico da vitelina, principal proteína de reserva do ovo, foi 

aváliado em experimentos de· imunização, usando ovinos como modelos 

experimentais. Foram avaliadas duas glicoproteínas derivadas do complexo Vitelina, 

uma_ de 87 kDa (VIT87) e outra de 80 kDa (GP80), purificadas a partir de ovos e 

larv~s r~spectivamente. A eficácia global da imunização, mensurada pela redução no 
, , 

número de larvas após um ciclo completo, foi de 68% com VIT87 e 66% com GP80 

(l"ELLAM et ai., 2002). 

_Além dos antigenos já avaliados imunologicamente aqui· descritos, várias 

moléculas envolvidas em processos fisiológicos ·essenciais para o carrapato têm sido 

descritas por diversos grupos de pesquisa, o estudo dessas proteínas pode permitir a 

identificação de novos antlgenos para vacinas. 
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1.5 Embriogênese -e degradação dos componentes do vitelo 

O desenvolvimento embriogênico do B. microp/us é completado em 21 dias 

quando os ovos são mantidos a 28 ºC. Até o quinto dia após a postura, o embrião é 

um sincicio. A celularização do blastodenne ocorre no sexto dia, sendo seguida por 

uma rápida movimentação das células. No sétimo dia bandas do embrião 

segmentado já podem ser distinguidas (CAMPOS et ai., 2006). 

O rápido desenvolvimento observado no embrião desse carrapato requer um 

suporte energético prontamente disponível. Durante a oogênese dos animais 

ovíparos ·grandes quantidades de proteína, lipideos e açúcares são estocados pelos 

oócitos em crescimento, constituindo a fonte de nutrientes para o desenvolvimento 

do embrião (CAMPOS et ai., 2006). A principal proteína do vitelo dos ovos de 

artrópodes é a vitelina (VT), uma fosfoglicolipoproteína que deriva de um precursor 

materno, a vitelogenlna (VTG). A VTG, sintetizada rio ovário e no corpo gorduroso, é 

secretada na hemolinfa onde é endocltada pelo oócitos e armazenada em estruturas 

denominadas grânulos de vitelo. Estas estruturas são grandes organelas 

semelhantes a lisossomos que anTiaze111am, além do substrato (VT), a maquinaria 

necessária para a sua utilização (FAGOTTO, 1990; SAPPINGTON & RAIKHEL, 

1998). 

Várias enzimas envolvidas na degradação do vitelo têm sido caracterizadas 

nos últimos anos em diferentes modelos animais (FAGOTTO, 1990; FIALHO et ai., 

2005; L~GULLO. et ai., 1998; SEIXAS et ai. , 2003; SORGINE et ai., 2000). Estas 

enzirnài precisam ser estritamente reguladas para assegurar que a degradação da 
. , 

VT ocorra em sincronia com o desenvolvimento do embrião (FIALHO et ai., 2005) . 
. ' ' 

Muitos estudos têm demonstrado que a proteólise da VT é ativada após a fertilização 

do oó~lto, com ·o início da embriogênese, sendo regulada por mecanismos que 

controlam a ativid'ade proteolltica das enzimas presentes nos grânulos de vitelo. Um 

dos mecanismos melhor descrito para regular a proteólise da VT é a ativação das 

proteases pela acidificação dos g:rãnulos de vitelo. Há diversas evidências mostrando 

que o pH é uni regulador chave da degradação do vitelo. Em diversas espécies, tais 

como os carrapatos B. micropl.us (ABREU et ai. , 2004) e Ornithodaos maubata 

(FAGOTTO, 1991), a barata Biatei/a germanica (LIU et ai., 1996), a rã Xenopus 
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laevis (FAGOTTO & MAXFIELD, 1994) e o mosquito Aedes aegypti (CHO et ai. , 

1999), os grânulos de vitelo são inicialmente neutros e tornam-se acidificados 

durante o desenvolvimento inicial do embrião, causando a ativação de várias 

enzimas e a degradação dos constituintes do vitelo. 

A BYC, já mencionada anteriormente, é a protease mais abundante dos ovos 

do carrapato bovino. Ela é sintetizada como um precursor de aspártico protease no 

corpo gorduroso e intestino, secretada para a hemoHnfa e captada pelo oôcito em 

crescimento sendo ativada por autoproteólise em condições ácidas (LOGULLO et ai., 

1998). Sua participação na degradação da VT foi recentemente confirmada in vitro, 

demonstrando a importância dessa enzima no processo de embriogênese (ABREU 

et ai., 2004). Sua co-localização com o.s grânulos de vitelo ácidos em ovos de quatro 

dias, sugere que sua atividade é controlada pela acidificação dessas estruturas 

reforçando seu papel na degradação da VT (ABREU et ai., 2004). 

A VTDCE, uma cisteíno endopeptidase degradadora de VT, foi também 

purificada e caracterizada a parttr de ovos de B. microplus. Essa enzima é 

naturalmente associada a VT, sendo ativada por acidificação. Os ensaios 

enzimáticos demonstraram atividade da VTDCE frente a vários substratos sintéticos, 

além de hemoglobina, albumina, gelatina e vitelina, este último sendo seu provável 

substrato natural. Essa atividade foi demonstrada em larvas não alimentadas, ovários 

e ovos de fêmeas ingurgitadas, sugerindo um papel na em briogênese do carrapato 

(SEl?(AS et ai. ; 2003). 

Muito poUco se ·sabe sobre os mecanismos que controlam a suscetibilidade da 

vr para o ataque proteolítico. Fialho e colaboradores (2002) sugeriram pela primeira . . . 

vez que a defosforilação das proteínas do vitelo pode estar relacionada com sua 

utilização. Eles verificaram que a fertilização dos ovos do barbeiro Rhodnius p-olixus 

a~iva uma fosfatase .ácida que se correlaciona com a defosforilação da VT e 

proteólise in vivo (FIALHO et ai., 2002). Corroborando com a hipótese, foi 

demonstrado que a inibição da fosfatase ácida diminui a suscetibilidade da VT à 

degradação por catepsina-D (FIALHO et ai. , 2005). Silveiri:l e colaboradores (2006) 

analisando a correlação entre a proteólise e a fosforilação da VT no 8. microplus, 

verificaram que os residuos fosfotiros ina da VT são gradualmente removidos durante 
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a embriogênese do carrapato pela ação de uma tirosina fosfatase. Esta enzima foi 

fortemente inibida por molibdato de amónio, vanadato de sódio e ion cúprico. 

Quando um homogenado total de ovos foi incubado com molíbdato de amónio, tanto 

a defosforilação quanto a proteólise da VT foram bloqueadas. A defosforilação da VT 

com .lambda fosfatase e subseqüente incubação com catepsina-D bovina resultou 

num aumento drástico da proteólise da VT (SILVEIRA et ai. , 2006). Estes dados 

demonstram a importância do mecanismo de defosforilação na proteôlise da VT, o 

processo bioquímico mais importante para o desenvolvimento do embrião. 

1.6 o metabolismo do heme no B. microplus 

O heme (ferro protoporfirina IX) está presente em todas as células vivas como 

grupo prostético de uma grande variedade de proteínas tais como citocromos, 

hemoglobinas e peroxidases que participam de vias metabólicas essenciais (LARA et 

ai., 2005). Por outro lado, esta molécula é extremamente reativa e está relacionada 

com a formação de espécies reativas de oxigênio (DETERDING et ai. , 2004), que 

são capazes de promover danos oxidativos em lipldeos, proteínas e no DNA. Além 

disso, sendo um ãnion lipofílico, tem capacidade de alterar a permeabilidade e 

seletividade da membrana plasmática das células (SCHMITT et ai., 1993; VICENT, 

1989; ALF & MULLER, 1-983). Devido a este potencial tóxico, o heme encontra-se 

normalmente associado com proteínas e vários mecanismos antioxidantes foram 

desenvolvidos para proteger as células. 

Artrópodes hematófagos enfrentam uma situação muito especial em relação 

ao metabolismo do heme porque ingerem grandes quantidades de sangue do seu . . ' 

hospedeiro vertebrado em uma única refeição. Mosquitos e barbeiros triatomideos 

ingere_m de três a dez vezes seu próprio peso em sangue do seu hospedeiro 

vertebrado. No caso dos carrapatos duros, o volume de sangue ingerido por uma 

fêmea pode ser superior a cem vezes o peso inicial do ectoparasito. A hemoglobina é 

a .proteína mais abundante no sangue dos mamíferos e sua degradação no sistema 

digestivo desses animais resulta na liberação de altas concentrações de heme, seu 

grupo prostético (LARA et ai., 2005; GRAÇA-SOUZA et ai., 2006). Isso representa 

uma forte pressão seletiva que precisou ser contrabalançada, durante o curso de 
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evolução da hematofagia, pela geração de mecanismos de proteção contra o poder 

oxidativo do heme. 

A fonnação de agregados insolúveis de heme no sistema digestivo de animais 

hematófagos parece constituir a primeira linha de defesa contra a toxicidade do 

heme. No barbeiro Rhodnius prolixus, um vetor da doença de Chagas, o heme 

liberado pela degradação da hemoglobina no lume intestinal é convertido a um 

agregado cristalino especial, a hemozoína, protegendo desta forma, as células do 

epitélio intestinal (OLIVEIRA, 1999 e 2000). A hemozoina foi -descrita primeiramente 

nos parasitas do gênero Plasmodium e posteriormente em outros organismos tais 

como o Schistosoma mansoni, Haemoproteus columbae e Rhodnius {TO/ixus 

(GRAÇA-SOUZA et ai., 2006). No mosquito Aedes aegypti o heme é retido em uma 

matriz peritrófica formada de proteínas e polissacarídeos que separa as células do 

intestino do bolo de sangue (PASCOA et ai. , 2002). 

Enzimas antioxidantes e proteínas ligadoras de heme também possuem papel 

especial na proteção das células contra a citotoxicidade do heme. No inseto 

Rhodnius JrOlixus foi demonstrada a presença de uma protelna ligadora de heme 

(RHBP) na hemolinfa que o protege dos danos oxidativos que poderiam ser 

causados por essa molécula (OLIVEIRA et ai., 1995). 

Junto com alguns organismos unicelulares como bactérias patogênicas e 

tripanossomatideos que se alimentam de sangue, o carrapato B. microplus é o único 

orga.nismo multicelular incapaz de sintetizar suas próprias moléculas de heme (BRAZ 

e(àl:, ._.1999). ·Como · conseqüência disso, o carrapato bovino, deve retirar as 

molé_culas de heme necessárias para a construção de suas hemeproteinas da dieta, 

ou seja, do sangue do hospedeiro. Isso necessitou o desenvolvimento de 

rneca~ismos muito refínados para a absorção, transporte, reciclagem do heme e 

proteção contra seus efeitos danosos, que até o momento não haviam sido descritos 

em nenhum outro organismo multicelular. 

Em contraste ao que é observado na maioria dos artrópodes hematófagos, a 

digestão dos componentes do sangue no carrapato B. microplus ocorre no interior 

das células intestinais levando a liberação de grandes quantidades de heme dentro 

das células (LIYOU et ai., 1996; LARA et ai., 2005). Análises da digestão da 

30 



albumina e da hemoglobina, as principais protelnas do sangue vertebrado, revelaram 

que a entrada da hemoglobina nas células intestinais desse carrapato parece ser 

mediada por rec·eptores de superfície celular específicos, que a direcionam para uma 

população de grandes vesículas digestivas. Isso não é observado para a albumina, 

que entra na célula de forma não específica e é direcionada para uma população 

distinta de pequenas vesículas digestivas (LARA et ai. , 2005). Lara e colaboradores 

(2003) também descreveram uma nova via de detoxificação intracelular do heme no 

B. microplus. Eles observaram que a maioria do heme produzido pela degradação da 

hemoglobina é acumulado como um agregado não-cristalino - diferentemente a 

hemozoina - no interior de organelas delimitadas por membrana nas células 

intestinais, denominadas hemossomas e, uma pequena parte entra na hemolinfa do 

carrapato Para evitar os possíveis danos causados pelo heme, a Help (Heme 

Lipoprotein), principal proteina da hemolinfa do B. micropfus, realíza o transporte do 

heme da hemolinfa aos tecidos onde este será utilizado na síntese de hemeproteínas 

(MAYA-MONTEIRO et ai., 2000 e 2004). 

Outra importante observação resultante da incapacidade de sintetizar heme 

está relacionada à reprodução desse carrapato. Para o desenvolvimento do embrião, 

o vitelo dos ovos além de fornecer os aminoácidos necessários para a síntese 

protéica deve também conter toda a quantidade necessária de heme. Nesse 

contexto, a vitelina, parece ter um importante papel no desenvolvimento embrionário. 

No .B. microp/us. parecem atuar também como proteinas ligadoras de heme, 

funcionando não somente como fonte de heme, mas também como moléculas 

~ntioxidantes. LogullQ e colaboradores (2002) apresentaram evidências de que a 

vitelina é o principal reservatório de heme que, além de ser fonte dessa molécula 

clurant.e sua cteg·radação, liga-se a qualquer molécula de heme livre que exceda a 

quantidade necessária para o desenvolvimento embrionário. 

1.7 A proteína Tlck Heme-blndlng Aspartlc Protelnase (THAP} 

A THAP foi isolada dos ovos do B. microplus e constitui o primeiro relato de 

uma aspártico protease capaz de ligar heme e ter sua atividade regulada por essa 

molécula (SORGINE et ai., 2000). A THAP apresentou atividade proteolitica sensível 
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a pepstatina contra substratos sintéticos e protéicos. Hemoglobina foi um bom 

substrato para a THAP, no entanto, baixa atividade foi observada contra globina 

desprovida do grupamento prostético heme. Essa atividade foi aumentada com a 

adição de heme a reação, com máximo de ativação numa proporção heme: globina 

de 1: 1. Como descrito anteriormente, a VT do B. microp/us é uma hemeprotelna. A 

atividade hidrolítica da THAP sobre a VT, seu provável substrato fisiológico, foi 

inibida pela adição de heme livre a reação. Estudos de ligação de heme pela THAP 

demonstraram que ela liga heme com estequiometria 1: 1, sugerindo a presença de 

um único sítio de ligação à heme distinto do sítio ativo, já que a ligação de heme a 

THAP não interfere na sua atividade contra substrato sintético (SORGINE et ai., 

2000). 

Uma importante conseqüência proveniente do fato da atividade da THAP ser 

regulada pela ligação de heme está relacionada à citotoxicidade dessa molécula. 

Durante a oogênese, grandes quantidades de VT contendo heme são internalizadas 

pelos oócitos do B. microp/11s, e esta fonte energética é subsequentemente 

degradada durante a embriogênese. Como o heme é um gerador de radicais livres,. a 

taxa de degradação da VT deve se igualar a utilização do heme liberado para evitar a 

formação de um "pool" de heme livre potencialmente perigoso para o embrião. 

Enquanto que o conteúdo de heme da VT favorece a atividade proteolítica da THAP, 

a liberação de um excesso de heme livre pela degradação de VT pode inibir a 

ligação da THAP a esse substrato, diminuindo assim. o ritmo da proteólise e 

prevenindo um estresse oxidativo. Desse modo, o sitio de ligação de hem e da THAP 

qeve funcionar como um sitio de ancoragem que reconhece heme sobre a superfície 
. ' ' 

do substrato protéico, aumento sua especificidade para hemeprotefnas e fornecendo 

L!m P(?SSível mecanismo de regulação da degradação da VT no B. microplus 

(~RGINE et ai., 2000). 
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2 OBJETIVOS 

Visto a importância da THAP para o desenvolvimento embrionário desse 

carrapato e visando um melhor entendimiento das suas funções o presente trabalho 

consiste dos seguintes objetivos: 

a) restauração da seqüência codificadora codificante completa da THAP com 

a recuperação dos 12 nucleotídeos iniciais ausentes no cDNA inicialmente 

clonado; 

b) sub-clonagem do cDNA da THAP em vetor de expressão em procarioto; 

c) expressão em sistema heterólogo; 

d) purificação da THAP recombinante (rTHAP); 

e) caracterização enzimática da rTHAP. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Materiais 

3.1 .1 Soluções e tampões 

3.1.1.1 Tampões para eletroforese 

Tampões para gel de agarose: 

- TAE 1X - 24,2 g de Tris-base, 5,71 mi de ácido acético glacial, 10 mi de EDTA 0,5 

M (pH 8,0) e água destilada q.s.p 1 litro; 

- Tampão de amostra - azul de bromofenol 0,25% e sacarose 40%. 

Tampões para gel de poliacrilamida: 

- Tampão de corrida pH 8,3: Tris-base 0,3%, glicina anidra 1,44% e SOS 0,01% 

ajustar pH 8,3 e água destilada q.s.p 1 litro; 

- Tampão de amostra para SDS-PAGE: Tris-HCI (pH 8,0) 62,5mM , SOS 2%, glicerol 

10%, beta-mercaptoetanol 5% e azul de brornofenol 0,001%, uréia 10 M; 

-Coomassie-blue G-250: comassie G-250 O, 1%, metanol 25%, ácido acético 5%; 

- Solução de poliaclilamida: acrilamida 30% e bisacrilamida 0,8% em água destilada. 

3.1.1.2 Tampões e soluções para Western-blot 

- Tampão de transferência: NaHC03 13 mM, Metanol 20%, pH 9,9; 

- Tampão PBS 1X: NaCI 150mM, NaH2P04 25 mM, pH 7,5; 

-. Tampão de revelação fosfatase (TRF): Tris-HCI 100 mM pH 9,5, NaCI 100 mM, 

MgCli 5 mM; 

-Solução de bloqueio 5%: 5 g de leite Molico em 100 mi de água destilada; 

- NBT: 0,05 g em 1 mi de DMF 70% 

- BCIP: 0,05 g em DMF 100% 

- Solução de Ponceau: ponceau S 2%, TCA 30%, ácido sulfossalicíl ico 30% em água 

destilada. 
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3.1.1.3 Soluções para extração de DNA plasmldial 

-Solução !-Glicose 50mM, Tris-HCI (pH 8,0) 25mM, EDTA (pH 8,0) 10mM; 

- Solução 11 - NaOH 0,2 N e SOS 1%; 

- Solução Ili - 60 mi acetato de potássio 5M, 11,5 mi de ácido acético glacial, água 

destilada q.s.p 100 mi. 

3.1.1.4 Tampões para cromatografia em resina Sepharose-Nl2+ 

-Tampão de ligação -Fosfato 20mM, NaCI 500mM, imidazol 60mM; 

-Tampão de eluição 1- Fosfato 20mM, NaCI 500mM, imidazol 80mM; 

-Tampão de eluição 2- Fosfato 20mM, NaCI 500mM, imidazol 120mM; 

- Tampão de eluição 3- Fosfato 20mM, NaCI 500mM, imidazol 480mM. 

3.1.1.5 Tampão para clivagem com Enteroquinase 

- Tris-HCI 500 mM pH 8,0, CaCl2 20 mM e Tween-20 O, 1 % 

3.1.1.6 Tampão para reação enzimática 

-Acetato de sódio 200 mM pH 3,5 

3.1.2 Gel de agarose e poliacrilamlda 

Gél de agarose 0,.8%: 0,8g de agarose diluída em 100 mi de TAE 1X (item 3.1.1.1), 

brometo de etídeo 5µg/ml. 
. , 

Gel de poliacrilamida desnaturante: gel de empilhamento (5%)- 1 mi de solução de 

poliacrnamida, 1aq µIde Tris-HCI 1M (pH 6,8), 60 µI de SOS 10%, 4,124 mi de H20 

d~stilada, 30 µI de Persulfato de amônio 100/4, 6 µI de TEMED; gel de separação 

(10%) - 3,333 mi de solução de poliacrilamida, 3,733 µI de Tris-HCI 1 M (pH 8,8), 100 

µl .de SOS 10%, 2,773 mi de H2Ü destilada, 50 µ1· de Persulfato de amónio 10%, 10 µI 

de TEMED. 
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3.1.3 Marcadores de massa molecular 

- Marcador de massa molecular DNA Lambda Hindlll: DNA de fago lambda gt118 

(Amersham Pharmacia Biotech) digerido com endonuclease de restrição Hindlll 

(Amersham Pharmacia Biotech). 

- Marcador de massa molecular pré-corado: Page Ruler™ Prestained Protein Ladder 

(Fermentas) 

3.1.4 Meios e placas de cultura 

- LB líquido: NaCI 0,5%, extrato de levedura 0,5% e triptona 1%, pH 7, 5; 

- LB sólido: LB liquido acrescido de 1,5% de agar bacteriológico; 

- soe: triptona 2%, extrato de levedura 0,5%, NaCI 0,05%, KCI 2,5, MgCl2 10mM, 

glicose 20% na concentração final de 20mM. 

-GYT: glicerol 100/4, extrato de levedura O, 125% e Triptona 0,25% 

Todos os componentes foram dissolvidos em água destilada e autoclavados a 121 ºC 

por 15 mine mantidos à temperatura ambiente até o uso. 

- placas de cultura: LB sólido foi fundido, o antibiótico de interesse foi adicionado e o 

meio foi distribuído em placas de Petri estéreis sob fluxo laminar. Após a solidificação 

do meio,. as placas foram acondicionadas a - 4 ºC. 

3.1.5 Antibióticos 

- Arnpicilina: 50 mg/ml (concentração de estoque); 100 µg/ml (concentração de uso); 

-Clóranfenicol: 34 mg/ml (concentração de estoque); 34 µg/ml (concentração de uso); 
', 

-Tetr~ciclína: 5 r:ng/ml (concentração de estoque); 12,5 µg/ml (concentração de uso). 

Soluções preparadas em água destilada. 

3.1.6 Enzimas 

Todas as reações foram feitas de acordo com as especificações do fabricante. 

- Endonuclease de Restrição: BamHI (Gibco), PshAI (lnvitrogem), Pstl (lnvitrogem); 

- DNA Polimerase: Elongase (lnvitrogem ); 

- Enzima de ligação: T4-DNA-ligase (lnvitrogem); 

- Serino protease: Enteroquinase (lnvitrogem); 
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3.1. 7 Plasmídeo e Primers para clonagem 

- Plasmideo: o plasmldeo pET-43a (Novagen) foi utilizado como vetor de expressão 

e possui as seguintes características genotipicas: promotor T7, operador Jac, 

seqüência de fusão N-terminal Nus-Tag™, sequências internas His•Tag® e S•Tag™, 

sities de clivagem para trombina e enteroquinase, múltiplos sities de clonagem, bla 

(!3-lactamase: Ampr), Jacl (repressor /ac), or igem de replicação ColE1, origem f1 . 

- Primers: iniciador 5' agaatttgcgctgcagttaggctggcacgaccc 

iniciador 3' aaaaaaaggatccctagaccgtggcaaatc 

3.1. 8 Linhagens de Escherlchia coli 

Tabela 1: Linhagens bacterianas utilizadas no trabalho 

Linhagem 

XL 1-BLUE MRP 

BL21 Star (DE3) 

BL21(DE3) pLysE 

BL21(DE3) pLysS 

Rosseta (DE3) 

BL.21-CodonPlus 

(DE3}'..RIL 

BL21-CodonPlus 

(DE3}-RP 

BL21(DE3)pT-GroE 

BL21(DE3) pT-TRX 

C43 (DE3) 

Caracterlstlc as 

6.(mcrA)183, il(mcrCB-hsdSMR-mrr)173, endA1, 

supE44, thi-1, recA1, gyrA96, relA1 , lac, P (proAB, 

laclqZ6.M15, Tn10 (Tet~ ] 

F-, ompT, hsdSs (rs.,ms.), gal, dcm, rne131 , (DE3) 

F-, ompT, hsdSs(rs.,~). gal, dcm, (DE3), plysE, 

camR 

F-, ompT, hsdS8(rs.,ms.), gal, dcm, (DE3), plysS, 

CamR 

F-, ompT, hsdSs (rs.,""3-), gal, dcm, lacY1, (DE3), 

pRARE (CamR) 

F-, ompT, hsdS (rs.,ms.), dcm+, TetR, gal, '}., (DE3), 

endA, Hte, [argU, ileY, leuw, camRJ 

F-, ompT, hsdS (rs.,mB-), dcm+, TetR, gal, Ã (DE3), 

. endA Hte, [argU, prol, CamR] 

Marca 

Stratagene 

lnvitrogen 

lnvitrogen 

lnvitrogen 

Novagen 

Stratagene 

stratagene 

F-, ompT, hsdSs (rs.,ms..), gal, dcm, (DE3), pT-GroE Yasukawa 

(Canf) ai, 1 995 

F-, ompT, hsdS8 (re-,ms.), gal, dcm, (DE3), pT-TRX Yasukawa 

(CamR) ai, 199~ 

F-, ompT, hsdSs (rs.,ms.), gal, dcm, C43, (DE3) Avidis 

et 

et 
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3.1. 9 Inibidores de proteases 

Tabela li: Inibidores de proteases 

Inibidor 

Antipai na 

E-64 

Especificidade 

Inibidor de papaina e tripsina 

Inibidor de papalna e oliras cisteíno 

proteases como catepsina B e L 

Inibidor de serlno e cisteino Jl"Oteases 

Modo de 

ação 

Reversível 

Irreversível 

Leupeptina como tripsina, papaína, plasmna e Irreversível 

catepsinas B 

Inibidor de aspártico proteases como 

pepsina, renina, catepsina D, 
Pepstatina Irreversível 

quimosina e muitas proteases ácidas 

microllais 

Concentração 

efetiva 

1-100 µM 

1-10 µM 

10-100 µM 

1-10 µM 

Marca 

Sigma 

Sigma 

Sigma 

Sigma 

(BEYNON & SONO, 1989) 

3.1.10 Coluna de Cromatografia 

- Cromatografia de afinidade: HiTrap™HP (5 X 1 mi) Sepharose-Ni2+ (Amersham 

Biosciences) 

3.2 Métodos 

3.~.1 Preparação de células competentes 

Células competentes para transformação por eletroporação (SAMBROOK et ai, 

1989): . Uma colônia bacteriana de E. coli XL 1-Blue MRF' (item 3.1.8) isolada em 

placas de cultura foi pré-inoculada em 25 mi de LB líquido (item 3.1.4) contendo 

tetraciclina (item 3.1.5) e crescido por 16 h a 37 ºC sob agitação. A partir deste pré­

inóculo inoculou-se 500 m.l de LB liquido sem antibiótico (proporção 1:20) que foi 

crescido sob agitação a 37 ºC até atingir a DO(ooo nm) 0,4._ A cultura foi incubada em 

banho de gelo por 15 a 30 min e centrifugada a 5.000 g por 15 min a 4 ºC. O 
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precipitado foi ressuspendido em 250 mi de H:P e novamente centrifugado, sendo 

então ressuspendido em 125 mi de glicerol 10% para nova centrifugação. Este foi 

então ressuspendido em 10 mi de glicerol 10% e centrifugado. E por último, 

ressuspendido em 1 mi de GYT (item 3.1.4). Alíquotas de 40 µI foram feitas, 

submergidas em nitrogênio líquido e annazenadas em -70 ºC. 

Células competentes para transformação por choque térmico (SAMBROOK et ai., 

1989): Todas as demais linhagens bacterianas (item 3.1.8) foram preparadas 

segundo o seguinte protocolo. Uma única colônia bacteriana isolada em placas de 

cultura foi pré-inoculada em 3 mi de LB liquido e crescida por 16 h a 37 ºC sob 

agitação. A partir deste pré-inôculo inoculou-se 100 mi de LB líquido sem antibiótico 

na proporção 1: 100 que foi crescido sob agitação a 37 ºC até atingir a D.Oc500 nmJ 0,4-

0, 5. A cultura foi incubada em banho de gelo por 10 mine centrifugada a 5.000 g por 

10 min a 4 ºC. O precipitado foi suavemente ressuspendido em 60 mi de CaCb 

20mM, MgCh B0mM e novamente centrifugado. O precipitado foi então 

ressuspendido em 2 m I de CaCl2 O, 1 M. 140 µI de DMSO foram adicionados e a 

suspensão de células foi incubada por 15 min no gelo. Mais 140 µI de DMSO foram 

acrescidos à suspensão que foi novamente incubada no gelo. Alíquotas de 100 µI 

foram feitas, submergidas em nitrogênio liquido e armazenadas em -70 ºC. 

3.2.2 Clonagem da THAP no vetor pET43a 

·o cDNA ·codificador da THAP foi previamente clonado por RT-PCR a partir de 
'• 

RNA total de ovário (SORGINE et ai; 2000) em vetor de clonagem pT7-Blue. Nesse 

trabalho novos primers foram projetados para clonagem no vetor de expressão 

pET43_a (item 3.1.7) utilizando como enzimas de restrição BamHI e PshAI. A partir de 

80 ng de DNA molde. (pT7-Blue-THAP) foi realizada uma PCR com Elongase. As 

condições de reação estão descritas na tabela 111. o produto de ampllficaçao obtido 

foi então hidrolisado, juntamente com o vetor1 com as enzimas de restrição BamHI e 

PshAI. Para a ligação, inserto e vetor já digeridos foram purificados em uma coluna 

MicroSpin S-400 HR (Amersham Biosciences) e ligados com T4-DNA ligase numa 
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proporção inserto e vetor 3: 1. A reação foi mantida a 16 ºC por 18h originando o 

plasmídeo pET43a-THAP4aa. 

Tabela Ili: Condições estabelecidas para a PCR 

Etapa Temperatura {°C) 

1 94 

2 94 

3 53,5 

4 68 

5 Voltar ao passo 2 32X 

6 53,5 

7 68 

Tempo (min) 

3 

0,5 

0,5 

2 

0,5 

5 

3.2.3 Transformação de células competentes poreletroporação 

O plasmídeo resultante (pET43a-THAP4aa) foi transfonnado em células E.coli 

XL 1-Blue MRP pelo método de eletroporação de acordo com SAMBROOK et ai 

(1989). Em uma cubeta de eletroporação, foram misturados 40 µI de células 

competentes (item 3.2.1) e 2 µI da reação de ligação (item 3.2.2). Após um pulso 

eléttico de 25 µF (2500 V), 1 mi de meio soe (item 3.1.4) foi adicionado as células e 

a suspensão foi distribuída em placas de meio de cultura LB (item 3.1.4) contendo 

ampicilina (item 3.1.5) para seleção das colónias bacterianas transformantes. As 

plaças foram incubadas a 37 ºC por 16 h. Os clones obtidos foram submetidos à 

extração de DNA plasmidial e a presença e integridade do cDNA da THAP foi 

confirmada pelo padrão de clivagem com enzimas de restrição (BamHI e Pstl) 

visualizado em gel de agarose O, 8 %. 

3.2.4 Extração de DNA plasmldlal em pequena escala 

Quatro colónias bacterianas transformantes obttdas (item 3.2.3) foram 

inoculados em 2 mi de LB contendo ampiciina e crescidas por 16 h a 37 ºC sob 

agitação constante. A cultura foi centrifugada a 12. 000 g por 1 m in e o precipitado de 

células foi ressuspendido em 100 µIde Solução 1 (Item 3.1.1.3) e incubado por 10 
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min no gelo. Foram adicionados 200 µI de solução li (item 3.1.1 .3) homogenizando a 

suspensão por inversão do tubo de 5 a 6 vezes. 150 µIde Solução Ili (item 3.1.1.3) 

foram adicionados e a suspensão foi novamente homozeneizada por inversão do 

tubo que foi então, incubado por 20 m in no gelo. A suspensão foi centrifugada a 

12.000 g por 5 min e o sobrenadante foi transferido para novos recipientes. Um 

volume de fenol-clorofórmio foi adicionado ao sobrenadante e centrifugado 12.000 g 

por 2 min. A fase superior da solução foi transferida para novos recipientes e 

adicionado 1 volume de etanol absoluto e O, 1 volume de acetato de sódio 3M. A 

solução foi incubada por 1 h a -20 ºC e centrifugada a 12.000 g por 20 mina 4 ºC. O 

precipitado foi lavado (sem ressuspender) com 1 mi de etanol 70% que foi 

descartado deixando o precipitado secar completamente. Para ressuspensão foram 

adicionados 50 µI de H20 contendo 2 µg RNaseA. A suspensão foi incubada por 1 

hora a 37 ºC para a digestão do RNA. 

3.2.5 Análise quantitativa e qualitativa do DNA plasmidíal 

A concentração e pureza do DNA plasm idial obtido de cada clone (item 3.2.4) 

foram determinadas por espectrofotometria pela relação entre as absorbâncias a 260 

nm e 280 nm. Este foi então hidrolisado com as enzimas de restrição BamHI e Pstl 

para liberação do inserto correspondente a THAP. O produto das reações e o 

marcador de massa molecular DNA Lambda Hindlll foram aplicados em gel de 

agarose 0,8% (item 3. 1.2) juntamente com o tampão de amostra (item 3.1.1.1). O gel 

foi submetido à eletroforese em TAE 1X (item 3.1.1.1) por 20 min e os ácidos 

nucléicos foram visualizados pela exposição à luz ultravioleta. O tamanho dos 

fragmentos gerados na reação foi determinado pela comparação com o marcador de 

massa molecular. 

3.2.6 Transformação de células competentes por choque térmico 

Para a expressão da THAP recombinante (rTHAP-NusTag) o plasmídeo 

(pET43a-THAP4aa) foi transformado em 9 linhagens deriv~das de E. coli BL21(DE3) 

(item 3.1.8) por choque térmico de acordo com SAMBROOK et ai (1989). 50 ng de 

DNA plasmidial foram adicionados a 100 µI de células competentes de cada 
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linhagem (item 3.2.1) e incubados a 4 ºC por 30 m in. As células foram submetidas ao 

choque térmico a 42 ºC por 2 min, seguido pela adição de 200 µIde LB líquido (item 

3. 1.4). Após incubação a 37 ºC por 1 h, 100 µI da suspensão foram distribuídos em 

placas de meio de cultura LB contendo ampicilina para seleção das colónias 

bacterianas transformantes. As placas foram incubadas a 37 ºC por 16 h. 

3.2. 7 Seleção de linhagens para a expressão da proteína recombinante 

Para pré-seleção das linhagens produtoras da rTHAP-NusTag, uma única 

colônia de cada linhagem de células transformadas (item 3.2.6) foi inoculada em 1 mi 

de meio LB liquido contendo ampicilina e crescidas por 16 h a 37° C sob agitação 

constante. 160. µI dessa cultura foram usados para inocular 4 mi de LB que foram 

crescidos a 37° C sob agitação até atingirem uma densidade óptica a 600 nm (DOsoo) 

entre 0,7 e 0,8. Uma amostra de 2 mi foi retirada e o restante foi induzido com 

isopropylthio-~o-galactoside (IPTG) numa concentração final de 1 mM e a cultura foi 

incubada a 37° C por 4 horas. A cultura de células foi centrifugada a 10,000 g por 10 

min a 4° e e o precipitado de células foi ressuspendido em 300 µIde H20 e 300 µIde 

tampão de amostra para SDS-PAGE (item 3.1.1.1) e fervido por 5 min. 600 µg de 

proteínas de cada amostra, determinado por DO2ao nm, foram analisadas para a 

presença da rTHAP-NusTag por eletroforese em SDS-PAGE 10% (item 3.2.9) corado 

com Coomassie-blue G-250 (item 3. 1.1. 1) e W-estern-Blot (item 3.2.1 O). As linhagens 

positi.vas foram testadas para a expressão da rTHAP-NusTag na forma solúvel. Uma 

únic~ colónia de cada linhagem positiva foi inoculada em 2,5 mi de meio LB líquido 
' • 

contendo ampicilina e .crescida por 16 h a 37º C sob agitação constante. Duplicadas 
~· ' ' 

de 25 mi de LB foram inoculadas com 1 mi da cultura original de cada linhagem e 

crescidé~s a 37° e ~ob agitação até atingirem DOsoo entre O, 7 e O, 8. Para indução foi 

utilizada a mesma concentração de IPTG. Uma das duplicadas foi incubada a 37° e 
e a outra a 23° C, ambas por 4 horas. A cultura de células foi centrifugada a 10,000 g 

por 10 mina 4° e e o precipitado de células foi ressuspendido em 2,5 mi de tampão 

Pss · 1X (item 3.1.1.2). Para lise das células, as suspensões foram congeladas e 

descongeladas por 2 vezes e sonicada-s em gelo. Frações solúveis e insolúveis 

foram separadas por centrifugação a 1 O, 000 g por 1 O m in a 4° C. 400 µg de 
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proteínas de cada amostra, determinado por DO2ao nm, foram analisadas para a 

presença da rTHAP-NusTag por eletroforese em SDS-PAGE 10% (item 3.2.9) corado 

com Coomassie-blue G-250 (item 3.1.1.1) e Westem-Blot (item 3.2.10). 

3.2.8 Expressão da rTHAP-NusTag em maior escala 

Uma colônia de E.co/i BL21-CodonPlus(DE3)-RIL transformada com o 

plasmldeo pET43a-THAP4aa foi inoculada em 20 mi de LB líquido contendo 

ampicilina e crescida por 16 h a 37° C sob agitação constante. A suspensão de 

células foi centrlugada a 5.000 g por 5 min e o precipitado de células foi 

ressuspendido em 20 mi de meio fresco e inoculado em 500 mi de LB em frascos de 

2 litros. Os frascos foram incubados a 37° C sob agitação até atingirem 00500 entre 

o, 7 e 0,8. Para indução, foi adicionado IPTG numa concentração final de 1 mM e a 

cultura foi incubada a 23° C por 4 horas. A cultura de células foi centrifugada e o 

precipitado foi ressuspendido em tampão de ligação (item 3.1.1.4). Para a lise das 

células a suspensão foi congelada e descongelada por 2 vezes e prensada em 

prensa Francesa. O lisado da cultura foi centrifugado a 10,000 g por 30 min e o 

sobrenadante foi usado para a purificação da proteína recombinante. 

3.2.9 Eletroforese em gel de pollacrilamlda desnaturante (SOS-PAGE) 

Amostras dos lisados de células e da purificação da rTHAP-NusTag foram 

analisadas por SDS-PAGE 10% (item 3.1.2). As frações protéicas de interesse foram 
. . 

misturadas a 25% do volume de tampão de amostra para SDS-PAGE (item 3.1.1. 1), 
• , 

fervidas por 5 min e aplicadas no gel. Como controle foi utilizado um marcador de 

massa molecular pré-corado (item 3.1 .3). O gel foi submetido à eletroforese em 

tampão de corrida (item 3.1.1.1) com corrente de 10 mA e posteriormente corado 

com Comassie Blue G-250 (item 3.1.1.1). 

3.2.10 Western-blot 

As frações protéicas de interesse foram submetidas a SDS-PAGE 10% (item 

3.2.9) e eletro-transferidas para uma membrana de nitrocelulose em tampão de 

transferência (item 3.1.1.2) a 190 mA por 60 minutos. A transferência foi monitorada 
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corando-se a membrana com vermelho de Ponceau 0,5% (p/v) em PBS 1X (item 

3.1.1.2) por 10 minutos. Posteriormente, a membrana foi descorada por lavagem 

com PBS 1X. A membrana foi então bloqueada com solução de bloqueio (item 

3.1.1 .2) por 60 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, foi incubada com soro 

de coelho imunizado com THAP nativa (SORGINE et ai., 2000) dilufdo 1:2500 na 

solução de bloqueio por 60 min e lavada 3 vezes por 1 O min com solução de 

bloqueio. A membrana foi incubada com anticorpo anti-lgG de coelho conjugado com 

fosfatase alcalina (Sigma) diluído 1:2500 em solução de bloqueio. A membrana foi 

então lavada 3 vezes por 1 O min com PBS 1X e revelada com uma solução de NBT 

0,03 % (p/v) e BCIP 0,015 % (p/v) em tampão de revelação fosfatase (item 3.1.12). 

3.2.11 Purificação da rTHAP-NusTag 

A fração protéica solúvel obtida na expressão (item 3·.2.8) foi utilizada na 

purificação da rTHAP-NusTag por cromatografia de afinidade a histidina em resina 

Sepharos.e-Ni2+ (item 3.1 .10). A amostra foi aplicada na coluna previamente 

equilibrada com 20 mi de tampão de equilíbrio (item 3.1.1.4). Em seguida, a coluna 

foi lavada com 50 mi de tampão de equilíbrio e eluída com 60 mi de um gradiente 

descontínuo de imidazol (80, 120, e 480 mM) (item 3.1 .1.4). A fração contendo a 

rTHAP-NusTag foi identificada em SDS-PAGE 10 % (item 3.2.9) corado com 

Coomassi~blue G-250 (item 3.1.1.1) e Western-Blot (item 3.2.10). 

3.2.'12"Produçâ·o do controle de atividade enzimática (controle E. coll) 

O plasmf,deo pET43a sem inserto foi transformado por choque térmico (item 

3.2.6) na mesma linhagem de E. coli escolhida para a expressão da rTHAP-NusTag, 

6L21-:CodonPlus(DE3)-RIL. Uma colônia de células transformadas foi crescida, 

induz.ida para a expressão de proteínas e processadas conforme protocolo definido 

para a rTHAP-NusTag (item 3.2.8). A fração protéica solúvel foi purificada por 

cromatografia de afinidade (item 3.2. 11) e a fração eluida na mesma condição que a 

rTHAP-NusTag foi utilizada corno controle negativo nos ensaios de atividade 

enzimática. 
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3.2.13 Purificação da THAP nativa (nTHAP) 

Conforme protocolo estabelecido por Sorgine e colaboradores (2000), 25 g de 

ovos de carrapato de 1 dia pós-postura foram macerados em 25 mi de Tris-HCI 20 

mM pH 8,4. O macerado foi centrifugado e o sobrenadante foi aplicado em coluna 

DEAE-Sepharose. Esta foi eluída com gradiente descontinuo de NaCI 75, 150 e 400 

mM. A nTHAP foi identificada na fração eluída com 75 mM de NaCI por SDS-PAGE. 

3.2.14 Dosagem de proteína 

A concentração de proteína foi1 estimada por espectrometria a 280nm, 

considerando que a DO2sonm igual a 1 corresponde a 1 mg/ml de proteína ou pelo 

método de Bradford (1976) usando Albumina Sérica Bovina como padrão. 

3.2.15 Clivagem da proteína recombinante 

Uma fração parcialmente purificada de rTHAP-NusTag foi dialisada contra 

tampão de clivagem (item 3.1.1.5). Para a remoção da NusTag com liberação da 

proteína recombinante rTHAP, 1 unidade de Enteroquinase foi utilizada para a 

hidrólise de cada 20 µg de rTHAP-NusTag. A reação foi incubada por 16 horas a 

37°C. 

3.2.16 Ensaios enzimáticos com substrato sintético 

Para avali~r a atividade enzimática, 15 µg de rTHAP clivada (item 3.2.15), 15 

µg ·de 1HAP nativa (nTHAP) purificada de ovos (item 3.2.13) e 15 µg de controle E. 

coli (item 3.2.12); foram incubados, separadamente, em 100µ1 de tampão de reação 

(item 3.1. 1.6) a 37° C por 15 min (condições estabelecidas para atividade da THAP 

nativa). As reaçõ~s foram iniciadas com a adição de 5, 1 µM de substrato sintético 

fluorogênico Abz-AIAFFSRQ-EDDnp. A atividade enzimática foi monttorada por 1 

hora em fluorímetro F-MAX (320-430 nm). Os ensaios foram repetidos 4 vezes 

ut.ilizando preparações diferentes de rTHAP. 
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3.2.17 Efeito de inibidores de proteases sobre a atividade da rTHAP 

rTHAP previamente clivada (15 µg) foi incubada separadamente, com 1 O µM 

de pepstatina A, 10 µM de E-64, 100 µM de leupeptina e 100 µM de antipaína (item 

3.1.7) em 100µ1 de tampão de reação (item 3. 1.1.6) a 37° C por 15 min. A reação foi 

iniciada com a adiçao de 5, 1 µM de substrato sintético fluorogênico Abz-AIAFFSRQ­

EDDnp. A atividade enzimática foi monitorada por 1 hora em fluorimetro F-MAX (320-

430 nm). Os ensaios foram repetidos 4 vezes utilizando preparações diferentes de 

rTHAP. 

46 



4 RESULTADOS 

4.1 Clonagem da THAP 

Comparando a seqüência parcial de aminoácidos da THAP (SORGINE et ai., 

2000) com o cDNA inicialmente clonado em pT7-Blue, verificou-se que este não 

continha os códons correspondentes aos 4 resíduos de aminoácidos N-term inais da 

proteína. Assim, novos primers foram projetados incluindo uma seqüência para a 

recuperação dos aminoácidos correspondentes. Os nucleotideos adicionados foram 

baseados na seqüência de aminoácidos da proteína e no freqüência de uso de 

côdons (codon bios) de E. coli (http://www.kazusa.or.jp/codon/). Sltios para as 

enzimas de restrição PshAI e BamHI também foram colocados nos primers para 

permitir a clonagem no vetor pET43a. O amplicon de 1065 pb obtido na PCR foi 

clonado no vetor originando o plasmídeo pET43a- THAP4aa com uma região aberta 

de leitura (ORF) de 2703 pb. Esta ORF inclui seqüência codificadora da proteína de 

fusão Nus•Tag™, seqüências para His•Tag® (6 histldinas) e S•Tag™, sítios de 

clivagem para trombina e enteroquinase e a seqüência codificadora da rTHAP (figura 

2). A massa molecular estimada para a protelna é de 98,64 kDa. 

A hidrolise do DNA plasmidial com as endonucleases BamHI e Pstl confirmou 

a presença de um inserto com tamanho esperado (1065 pb) para 3 dos 4 clones 

obtidos (figura 3). A enzima Pstl possui sitio de clivagem próximo ao final da porção 

5' do inserto (figura 2), o que corrobora para a confirmação da clonagem e 

recuperação dos 12 nucleotídeos da extremidade 5' da seqüência codificadora da 

rTHAP. 
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PshAJPsTI BamHI 

5' 

Promotor 7 
Nus•Tag™ 

S•Tag µ... ____ ...,_ 

TIIAP4aa 
3' 

operndor lao enteroquinas 
Códoo de parada 

trombin 

2703 pb 

1065 pb 

Figura 2 - Diagrama esquemático da ORF do vetor pET43a-THAP4aa. A seqüência 

codificadora da THAP com 1065 pb foi clonada no vetor pET43a entre os sítios de clivagem 

das enzimas PshAI e BamHI originando uma ORF de 2703 pb. 

23 kpb 
9 kpb 
6 kpb 
4 kpb 

2,2 kpb 
2 kpb 

0,5 kpb 

1 2 3 4 5 6 

THAP4aa 

Figura 3 -Análise dos clones obtidos pelo padrão de hidrolise com BamHI e Pstl em 

gel de agarose 0,8%. O DNA plasmidial de clones obtidos na transformação foi extraído e 

hidrolisado com enzimas de restrição. O produto das reações foi aplicado em gel de agarose 

0,8%. 1- marcador de massa molecular DNA Lambda Hindlll, 2- clone 1, 3- clone 2, 4- clone 

3, 5- clone 4 e 6- DNA de pET43.a. A seta indica o fragmento correspondente a THAP4aa 

liberado pela hidrolise. 
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4.2 Expressão da proteína recombinante 

Nove linhagens derivadas de E.coli BL21 (DE3) foram testadas para a 

expressão da rTHAP-NusTag. Destas, quatro expressam a proteína: E.coli BL21-

CodonPlus(DE3) RIL, BL21-CodonPlus(DE3)RP, BL21 Star(DE3) e BL21(DE3) pT­

GroE (figura 4). A indução a 37° e e 1 mM de IPTG produziu pouca proteína solúvel, 

a maior parte foi detectada no precipitado das células lisadas (dados não mostrados). 

Para melhorar a expressão e solubilização da rTHAP-NusTag, foi avaliada a indução 

a 23º C. Por SDS-PAGE observou-se que a indução a 23° C e 1 mM de IPTG produz 

mais proteína solúvel quando comparado a 37°C (figura 5). Esses dados foram 

confirmados por Westem-blot sondado com soro policlonal de coelho imunizado com 

nTHAP (dados não mostrados). A massa molecular aparente da rTHAP-NusTag foi 

de aproximadamente 98 kDa (figura 4 e 5 ). A linhagem E.coli BL21-CodonPlus(DE3) 

RIL aparentou expressar a rTHAP-NusTag na forma solúvel em maior quantidade 

quando induzida a 23° C e 1 mM de IPTG (figura 5) sendo por isso escolhida para a 

expressão da proteína em maior escala para a purificação. 

130 

95 

70 

55 

40 

35 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Figura 4 - SDS-PAGE (10%) do extrato total das linhagens de E.co/i BL21 (DE3) 

testadas para a expressão da rTHAP-NusTag corado com Coomassie blue G-250. Nove 

linhagens de E.coli BL21 (DE3) foram testadas para a expressão da rTHAP-NusTag a 37° C 

e 1 mM de IPTG. A cultura foi centrifugada e o precipitado de células foi preparado conforme 

descrito em materiais e métodos. Igual quantidade de proteína (600 µg) foi aplicada no gel 
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para cada amostra. 1- Marcador de massa molecular para SDS-PAGE 2- E. coli BL21 (DE3) 

pT-GroE, 3- E. coli BL21 (DE3) plysS, 4- E. coli BL21 (DE3) plysE, 5- E. coli BL21-

CodonPlus (DE3) RIL. 6- E. co/i BL21 (DE3) pT-TRX, 7- E. coli BL21 (DE3} Star, 8- E. co/i 

BL21 (DE3) Rosseta, 9- E. coli BL21-CodonPlus(DE3) RP, 10- E. coli BL21 C43. As setas 

indicam a rTHAP-NusTag com aproximadamente 98 kDa. 
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rTHAP-NusTag 

Figura 5- SOS-PAGE (10%) da expressão da rTHAP-NusTag a 37° C e 23º C corado com 

Coomassie blue G-250. A expressão da rTiHAP-NusTag na forma solúvel foi analisada nas 

4 linhagens de E. coli BL21 (DE3) que produzem a proteína sob duas condições de 

temperatura diferentes. A cultura de células foi centrifugada e o precipitado de células foi 

lisado conforme descrito em materiais e métodos. Igual quantidade de proteína (400 µg) do 

sobrenadante foi aplicada no gel para cada amostra. 1- Marcador de massa molecular para 

SDS-PAGE 2- E. co/i BL21 (DE3) Star induzido 37° C, 3- Star induzido 23º C, 4- E. coli BL21 

(DE3) pT-GROE 37° e, 5- pT-GROE 23º e, 6- E. coli BL21-CodonPlus(DE3) RP 37º e, 7- RP 

23º e, 8- E. coli BL21-CodonPlus(DE3) RIL 37° e, 9- RIL 23° e. 

4.3 Purificação da proteína recombinante 

Devido a presença de 6 resíduos de histidina na proteína recombimante 

(His•Tag), uma cromatografia de afinidade a histidina (Sepharose-Ni2•) foi escolhida 

para a purificação da rTHAP-NusTag. Por meio de gradtente de eluição descontínuo 

foi obtido uma fração concentrada de proteína quando da eluição com 480 mM de 
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imidazol (figura 6). Essa fração foi analisada por SDS-PAGE 10% e a presença da 

rTHAP-NusTag foi confirmada em Westem-blot (figura 7). A purificação da rTHAP­

NusTag do sobrenadante do lisado das células resultou num rendimento de 

aproximadamente 6 mg de proteína por litro de cultura de células. 
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Figura 6- Cromatografia da rTHAP-NusTag em resina de afinidade (sepharose-Ni2•). A 

coluna foi lavada com tampão de equilíbrio e após a aplicação da amostra, eluída com 

gradiente descontínuo de imidazol. (- ) concentração de imidazol, (-) absorbância a 

280nm. 
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Figura 7- SDS-PAGE (10%) (A) e Westem blot (B) das etapas de purificação e hidrolise 

com enteroquinase da rTHAP-NusTag. Frações solúvel e insolúvel da expressão da 

rTHAP-NusTag na linhagem bacteriana selecionada foram avaliadas para a presença da 

proteína. rTHAP-NusTag purificada a partir da fração solúvel da expressão foi hidrolisada 

com enteroquinase para a remoção da proteína de fusão 1- Marcador de massa molecular 

para SDS-PAGE, 2- fração insolúvel da expressão da rTHAP-NusTag em E. coli BL21-

CodonPlus(OE3) RIL, 3- sobrenadante da expressão, 4- fração purificada em coluna de 

afinidade, 5- rTHAP após clivagem com enteroquinase. 

4.4 Atividade enzimática da rTHAP 

Após a remoção da proteína de fusão (NusTag), a atividade enzimática da 

rT.HAP e dos controles (nTHAP e contirole E.colt) foi mensurada pela hidrólise de 

substrato sintético fluorogênico Abz-AIAFFSRQ-EDDnp baseado na seqüência alvo 

de enzimas tais como pepsina e aspártico proteases relacionadas (tabela IV). A 

atividade específica da rTHAP foi de 2,267 RFU/min/mg de proteína. nTHAP 

purificada de ovos, como descrito em materiais e métodos, foi usado como um 

controle positivo e apresentou atividade específica de 4,930 RFU/min/mg de 

proteína, maior que o encontrado para a rTHAP. O controle E.coli produzido nas 

mesmas condições da rTHAP-NusTag, conforme descrito em materiais e métodos, 

foi utilizado para mensurar a atividade de possíveis cpntaminantes. Este controle 

apresentou atividade específica de 1,267 RFU/min/mg de proteína, no entanto, esta 
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atividade não foi inibida por pepstatina A. Na presença deste mesmo inibidor a 

atividade relativa da rTHAP foi de apenas 32,33 %, comparável a atividade relativa 

da nTHAP (29,74%). 

Tabela IV - Atividade da rTHAP e dos controles (nTHAP e controle E.co/1) sobre 

substrato sintético Abz-AIAFFSRQ-EDDnp na ausência ou presença de pepstatlna A. 

As reações foram iniciadas pela adição do substrato (5,1 µM) e a atividade enzimática foi 

monttorada por 1 hora em fluorimetro F-MAX (320-430 nm). Os resultados representam a 

média de 4 ensaios independentes. 

Atividade 
Atividade relativa 

Reação 
especifica 

(% do controle) 
(RFU/minlmg) 

rTHAP 2,267 100 

rTHAP + pepstatina (10 tJM) 0,733 32,33 

nTHAP 4,930 100 

nTHAP + pepstatina 1,466 29,74 

Controle E.coli 1,267 100 

Controle E.coll + pepstatina 1,2 94,71 

4.5 Efeito de inibidores de proteases sobre a atividade da rTHAP 

O efeito de diferentes inibidores de proteases, tais como E-64 (inibidor de 

catepsinas B e L), leupeptina (inibidor de serino e cisteíno proteinases), antipaína 

(inibidor de papaína e tripsina) e pepstatina A (inibidor de aspártico proteinase) sobre 

a atiVidade enzimática da rTHAP foi testado. Somente pepstatina A foi capaz de 

reduzir a atividade da rTHAP sobre substrato sintético, E-64, leupeptina e antipaína 

não apresentaram efeito detectável (tabela IV e V). 
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Tabela V - Efeito de inibidores sobre a atividade proteolítlca da rTHAP sobre substrato 

sintético Abz-AIAFFSRQ-EDDnp. Quantidade apropriada de inibidor foi adicionada as 

reações que foram iniciadas pela adição do substrato (5, 1 µM). A atMdade enzimática foi 

monttorada por 1 hora em fluorimetro F-MAX (320-430 nm). Os resultados representam a 

média de 4 ensaios independentes. 

Inibidor de protease 

Sem inibidor 

Pepstatina A (10 µM) 

E-64 (10 µM) 

leupeptina (100µM) 

artipána (100µM) 

Atl'llfdade relativa (¾ do controle) 

100 

32,33 

103,47 

136,10 

135,42 
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5 DISCUSSÃO 

A dependência de heme na dieta do carrapato B. microplus requer 

mecanismos seguros de absorção, transporte e reciclagem do heme de forma a 

evitar o estresse oxidativo gerado pela liberação dessa molécula. Logullo e 

colaboradores (2002) mostraram que somente um terço do total de vitelinas dos ovos 

é degradada durante a embriogênese desse carrapato, sugerindo que este é um 

processo lento e estritamente controlado, sendo a protólise regulada das 

hemeproteinas do vitelo uma adaptação importante para a espécie. A caracterização 

de uma aspártico protease ligadora de heme, a THAP, nos ovos desse carrapato 

suportam a importância desse mecanismo para a sobrevivência e desenvolvimento 

do embrião. 

A maioria das proteínas, enzimas em especial, são encontradas em pequenas 

quantidades em suas fontes naturais e sua purificação é, em geral, diflcil e 

dispendiosa. A produção de proteínas recombinantes em sistemas heterólogos 

constitui uma importante ferramenta para obtenção de grande quantidade de 

proteína (MANZUR et ai. , 2006) o que pode auxiliar e facilitar a caracterização 

funcional e estrutural desses alvos. 

A bactéria E. coli é o hospedeiro mais frequentemente usado por ser um 

organismo de genética relativamente simples, bem caracterizado, com alta taxa de 

crescimento e com um grande número de ferramentas moleculares disponiveis 

(SORENSEN & MORTENSEN, 2005). No entanto, a E. coli é incapaz de realizar 

modificações pós-traducionais como glicosilações, algumas vezes essenciais para a 

atividade biológica da proteína alvo (TERPE, 2006). Outra desvantagem da 

expressão de proteinas heterólogas em E. co/i é que estas são frequentemente 

expressadas como agregados insolúveis conhecidos como corpúsculos de inclusão 

(VILLAVERDE & CARRIO, 2003). Estes agregados são em geral fo rmados por 

proteinas incorretamente dobradas e assim biologicamente inativas. Isto pode ser 

devido a taxa de tradução da proteína exógena exceder a capacidade da célula de 

dobrar as novas proteínas sintetizadas em suas estruturas tridimensionais corretas, 

pelas características da própria proteína alvo que podem aumentar sua propensão a 
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agregação e/ou pela incompatibilidade de códons usados (KIEFHABER et ai., 1991; 

SORENSEN & MORTENSEN, 2005). 

Proteínas expressadas em corpúsculo de inclusão podem ser recuperadas e 

purificadas pela solubilização com agentes desnaturantes tais como uréia, 

hidrocloreto de guanidina e N-lauroil sarcosina (LEAL et ai., 2006(1); SINGH & 

PANDA, 2005). No entanto, as condições de solubilização precisam ser 

padronizadas para cada proteína e, além disso, o rendimento pode ser baixo e o 

procedimento pode afetar a integridade da proteína alvo (HARRISON, 2000). Em 

adição, a purificação de proteínas expressadas na forma solúvel é mais barata e 

consome menos tempo. Várias estratégias têm sido empregadas para aumentar a 

expressão das proteínas alvo na forma solúvel, tais como o desenvolvimento de 

linhagens bacterianas específicas, co-expressão de chaperonas e modificação das 

condições de crescimento das bactérias (SORENSEN & MORTENSEN, 2005). Um 

dos métodos de maior sucesso nos últimos anos na produção de protelnas 

heterólogas solúveis em E. coli é a adição de proteínas de fusão, especialmente para 

aspártico proteases que normalmente são expressadas em corpúsculo de inclusão 

(SACHDEV & CHIRGWIN, 1998; LEAL et ai., 2006(1); XIAO et ai., 2006). 

Exemplos de protelnas que têm sido também utilizadas como proteínas de 

fusão para aumentar a solubilidade de proteínas expressadas em E. coli incluem a 

tioredoxina (TRX), a protelna ligadora de maltose (MBP) e a glutationa ~transferase 

(GST) (HARRISON, 2000; SACHDEV & CHIRGWIN, 1998; LEAL et ai., 2006(1); 

XIAO et ai., 2006). Baseado nas suas características favoráveis de solubilidade 

citoplasmática, outras proteínas de E. coli têm sido usadas para aumentar a 

solubilidade de proteínas heterólogas quando fusionadas. Estudos comparativos 

mostram que os melhores resultados na produçao de protel nas heterólogas solúveis 

são obtidos pela fusão com a proteína NusA de E. coli (DAVIS et ai., 1991; MARCO 

et ai., 2004; LI & HE, 2006). 

Dadas às justificativas, o vetor pET43a, comercialmente disponível (Novagen), 

foi utilizado para a expressão da proteína recombinante. Este vetor é designado para 

a clonagem e expressão da protefna de interesse fusionada a proteína Nus•Tag™ e 

com resíduos de histidina na porção N- terminal. Além de induzir um alto nível de 
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expressão pela presença de promotor T7 estas caracteristicas aumentam a 

solubilidade da proteína e facilitam sua purificação através de cromatografia de 

afinidade. O polipeptldeo produzido também apresenta um sitio de clivagem entre a 

NusTag e a proteína alvo para a separação destas pela hidrólise por enteroquinase. 

A expressão da protelna recombinante (rTHAP-NusTag) foi obtida em quatro 

linhagens derivadas de E.coJi BL21 (DE3) testadas (figura 4). Em todas elas foi 

posslvel observar a expressão da rTHAP- NusTag na forma solúvel, no entanto, a 

indução a 23 ºC aumentou a solubilização da proteina (figura 5). A redução da 

temperatura de indução tem sido descrito como um fator importante para diminuir a 

agregação de proteínas recombinantes (SCHEIN & NOTEBORN, 1988; XIAO et ai. , 

2006). Uma súbita diminuição da temperatura de cultivo reduz as taxas de 

replicação, transcrição e tradução. Com isso, a velocidade de síntese e a 

concentração celular da protelna recombinante diminuem favorecendo o dobramento 

da mesma em sua estrutura tridimensional correta. Além disso, a atividade e 

expressão de algum as chaperonas de E. coli aumentam em temperaturas ao redor 

de 30 ºC (SORENSEN & MORTENSEN, 2005). Mesmo com a redução da 

temperatura a rTHAP-NusTag foi ainda encontrada em corpúsculos de inclusão nas 

quatro linhagens (dados não mostrados) sugerindo que não houve redução na taxa 

de síntese da proteína. No entanto, maior quantidade de proteína foi corretamente 

dobrada possivelmente pelo aumento da expressão ou atividade de chaperonas 

moleculares favorecido pela redução da temperatura. Alguns trabalhos que usam 

esse sistema têm descrito a expressão de proteínas recombinantes quase 

completamente na forma solúvel. Davis e colaboradores (1991) analisaram a 

expressão das proteinas interleucina-3 humana, interferon-gama humano e honnônio 

de crescimento bovino fusionados a NusA e obtiveram indices de proteína 

recombinante solúvel de 97%, 87% e 89%, respectivamente. Por outro lado, outros 

trabalhos encontram resultados mais semelhantes aos nossos. Douette e 

colaboradores (2005) fusionaram a UCP1, uma protelna de membrana mitocondrial a 

MBP e a NusA e obtiveram 40% de protelna solúvel somente quando a temperatura 

de indução foi reduzida a 16 ºC nos dois casos. 
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A rTHAP-NusTag presente na fração solúvel do lisado de células foi 

parcialmente purificada por cromatografia de afinidade a histidina, sendo reconhecida 

por soro policlonal contra a enzima nativa (figura 7). Após a remoção da proteína de 

fusão a rTHAP apresentou atividade sobre substrato sintético quando incubada em 

tampão acetato de sódio 200 mM pH 3,5 (Tabela IV). Essa atividade foi inibida pela 

adição de pepstatina A, mas não por outros inibidores de proteases (tabela IV e V), o 

que confirma os resultados previamente obtidos para a nTHAP (SORGINE et ai., 

2000). No entanto, a atividade enzimática especifica da rTHAP é menor que a 

encontrada para a nTHAP (tabela IV), sugerindo que a enzima recombinante foi 

corretamente dobrada no citoplasma da bactéria mas que algum processamento pós­

traducional, tal corno glicosilação, que não ocorre em E. coli seja necessário para o 

funcionamento da mesma. Essa discrepância pode também ser resultado das 

diferenças no processamento da rTHAP comparada a enzima nativa. A reação de 

remoçao da protelna de fusão por ação da enteroquinase que ocorre a 37 ºC por 16 

h pode estar inativando a enzima recombinante. Ainda assim, esses dados sugerem 

que a enzima recombinante produzida em E. coli é similar à enzima nativa em 

imunoreatividade e atividade h idrolitica contra substrato. 

O sucesso da expressão da rTHAP ativa em E.co/i elimina a necessidade de 

grandes quantidades de fontes naturais (ovos) para sua purificação e oferece uma 

vantagem para produção e purificação dessa enzima em larga escala o que pode 

acelerar investigações adicionais sobre sua atividade enzimática e sobre a estrutura 

funcional desta enzima, um objetivo bastante interessante já que a THAP é a 

primeira protease descrita que é regulada por heme. Como descrito anteriormente, a 

degradação das vitelinas nos ovos é um processo lento e extremamente controlado e 

se a atividade das enzimas proteollticas que realizam este processo não fosse 

estritamente controlada, muito provavelmente as vitelinas seriam degradadas mais 

rapidamente do que de fato é observado in vitro. Isto pode justificar a baixa atividade 

da rTHAP observada em nosso trabalho e da nTHAP como já descrito por Sorgine e 

colaboradores (2000). Outra aspártico protease envolvida com a degradação das 

vitelinas, a BYC, também apresentou lenta taxa de digestão enzimática de substratos 
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naturais e sintéticos in vitro. O mesmo foi observado para a proteína recombinante 

(Nascimento, M.C.; informação pessoal). 

A produção de proteínas recombinantes em sistema heterólogo é também um 

processo chave para o desenvolvimento de uma vacina para o eficiente controle do 

B. microplus, objetivo central do nosso trabalho. Assim, a expressão da proteína 

recombinante em E. coli também prove uma valorosa fonte de THAP, que pode ser 

um potencial candidato para uma vacina. 
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