avangar com os estudos de imuniprotegdo.

O presente trabalho tem por objetivo expressar, purificar e verificar a imunogenicidade da VTDCE recombinante ('VTDCE) em coelho e bovino.

Obtencgdo da VTDCE nativa — A forma nativa da VTDCE foi obtida através de
processos cromatogréficos descritos previamente por Seixas et al (2003).

Producao da VTDCE recombinante
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Solubilizacdo dos corpos de inclusdo — A VTDCE recombinante é expressa
tanto na fragao sollvel quanto na fragao insoltvel do extrato bacteriano. Para a
solubilizagao dos corpos de inclusdo foram testados dois agentes
desnaturantes: Cloridrato de Guanidina (6M) e Uréia (8M).

Imunizacéo — Coelho e bovinos foram imunizados com a VTDCE recombinante.
O coelho foi imunizado com a banda da rVTDCE recortada de gel SDS-PAGE.
Bovinos foram imunizados com a VTDCE purificada por cromatografia.

Ensaios imunogénicos — Em western blot o soro de bovinos e coelhos
imunizados com VTDCE e rVTDCE foi usado para reconhecer ambas as
formas da proteina, e deste modo testar a reatividade cruzada entre eles.

Ensaio de atividade — Para testar a atividade da enzima recombinante, a
amostra purificada foi hidrolisada com trombina para remover a proteina de
fuséo inserida pelo vetor de expressao ( TrxeTag™ thioredoxin protein de 109
aminodcidos). Para a realizacdo dos ensaios fluorimétricos foi usado o
substrato  N-carboxibenzoyl-Phe-Arg-7-amido-4-methylcoumarin (N-Cbz-Phe-
Arg-MCA) em tampao citrato-fosfato pH 3,5 e ditiotreitol (DTT). Os inibidores E-
64, Leupeptina, PMSF e Pepstatina A foram testados.

- A solubilizagao da rVTDCE com guanidina se mostrou mais eficiente e
conservou as propriedades antigénicas necessarias para testes de vacinagéo.

- A proteina recombinante purificada mantém as caracteristicas de
antigenicidade e imunogenicidade, de forma a poder ser utilizada como
antigeno vacinal.

- Os soros policlonais confirmaram a reatividade cruzada entre as proteinas
recombinante e nativa.

- A proteina recombinante apresenta atividade sobre os substratos sintéticos
e é totalmente inibida por inibidores especificos.

Os préximos passos a serem realizados séo a alimentagdo de carrapatos com
anticorpo anti-rVTDCE para verificar seu efeito no metabolismo desse
artrépode.
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O carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus é um artrépode hematéfago de grande importancia econémica. Seu controle é feito através do uso de
acaricidas quimicos, que podem contaminar a carne e o leite. Tais problemas acentuam a busca por um método de controle alternativo, sendo o uso de vacinas
bastante promissor. Para tanto, torna-se necessario a identificagdo de moléculas com potencial protetor, caracterizagio de seus papéis na fisiologia do carrapato e
produgdo destes antigenos na forma recombinante, etapa fundamental para a produgéo de uma vacina economicamente viavel.

A obtencdo de amino&cidos necessarios para o desenvolvimento do embrido do carrapato ¢ feita através da degradacdo de vitelina (Vt). Até hoje foram
descritas 3 enzimas do carrapato R. microplus envolvidas na degradagao de Vt em ovos BYC (Boophilus Yolk pro-Cathepsin) (Logullo et al, 2008) THAP (Tick
Heme-binding Aspartic Protease) (Sorgine et al, 2000) e VTDCE (Vitellin Degrading Cysteine Endopeptidase)(Seixas et al, 2003). A VTCDE esta asssociada a Vt, e
é a mais ativa dentre as trés, reforgando a hipdtese de que a VTDCE desempenha um papel importante no desenvolvimento do artépode (Seixas et al, 2006).

A imunizagao de bovinos com a VTDCE nativa conferiu protegdo parcial contra infestagdes pelo carrapato R. microplus. Em fungao da dificuldade de obtengédo
da proteina a partir de carrapatos sua produgdo na forma recombinante impdem-se como alternativa de esoclha para otbé-la nas quantidades necessérias para
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Figura 1 - Wester blot da rVTDCE. A — Anticorpo anti-cauda de histidina. B — Soro de coelho anti-VTDCE nativa
Sobrenadante do extrato de bactérias apos (1) 2 h, (2) 4 h, (3) 16 h de indugao e (4) nao induzido. Sedimento do extrato de
bactérias apés (5) 2 h, (6) 4 h e (7) 16 h de indugéo e (8) nao induzido.
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Figura 2 - SDS-PAGE (12%): Eluicbes da purificagdo em resina de Ni-imobilizado. MW marcador, (1) fragao soluvel do
extrato de bactérias, (2) fragao nao ligada a resina, 3 6 fragdes eluidas com 100 mM de imidazol, 7 a 8 fragdes eluidas
com 500 mM imidazol
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Figura 3 — SDS-PAGE (12%) e western blot mostrando a rVTDGE obtida pela solubilizagéo dos corpos de incluséo. SDS-
PAGE de A) (1) fragao solubilizada com uréia 8M e B) ( 1) com guanidina 6M. C) Western blot: (1) fragao solubilizada com
guanidina 6M e (2) com 8M de uréia. MW molecular weight.
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Figura 4 — Western blot de VTDCE e rVTDCE sondados com soros de animais imunizados com VTDCE e
rVTDCE. A) Proteina nativa (1) SDS-PAGE da VTDCE purificada; 2-5) western blot sondado com (2) soro
de coelho imunizado com VTDCE (3) soro de coelho imunizado com rVTDCE, (4) soro de bovino imunizado
com VTDCE (5) soro de bovino imunizado com rVTDCE. B) Proteina recombinante: (1) SDS-PAGE da
rVTDCE purificada; 2-5) western blot sondado com (2) soro de coelho imunizado com VTDCE (3) soro de
coelho imunizado com rVTDCE, (4) soro de bovino imunizado com VTDCE (5) soro de bovino imunizado
com rVTDCE . MW molecular weight.

Tabela 1 — Caracterizagao enzimatica da rVTDCE: perfil de inibicao

Inibitor Concentragao (mM) Inibigao (%)
E-64 0.01 100
Leupeptina 0.01 100
Pepstatina A 0.1 32.7
PMSF 0.001 0

A amostra foi incubada em tampao fosfato de sédio / citrato de sédio , pH 3.5 a 37 C, por 10 min, na
presenca ou auséncia dos inibidores E-64, Leupeptina, PMSF e Pepstatina A, antes da adicao do substrato
N-cbz-Phe-Arg-MCA. Ainibigao total por E-64 e Leupeptina leva a conclusao de que a proteina em questao
realmente se trata de uma cisteino endopeptidase.
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