Efeito de serpinas de Rhipicephalus microplus na

liberacao de perdxido de hidrogenio de macrofagos
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INTRODUCAO MATERIAIS E METODOS
O Rhipicephalus (Boophilus) microplus € um ectoparasita A sequéncia codificadora das serpinas Rms-3, Rms-6 e Rms-17
hematdfago da familia dos ixodideos, que apresenta um periodo de  foram clonadas em Pichia pastoris X-33 usando o vetor pPICZaC. A
alimentacao de em media 21 dias. purificacao fol realizada por cromatografia de afinidade a niquel.
Durante a fase parasitaria, o carrapato libera, através de sua saliva,

diversas proteinas como, por exemplo, serpinas (serine protease 5.Cultivo das
iInhibitors) que, em outras espécies de carrapatos ja foram descritas ® Cég;;ac; -
como tendo um papel modulatorio do sistema imune do hospedeiro.

1.Camundongo

Dentre as serpinas presentes na saliva do R. microplus trés Balb/c 4 Centrifugacio @Y
sequéncias genicas foram previamente clonados e as proteinas sz elade
expressadas e purificadas. 3.Coleta das
Os macrofagos sdo células fagociticas do sistema imune, que o N, eritonoai "y -
atuam endocitando o antigeno, formando assim o fagossomo. Apos a - ’ b o cciimuiacio
endocitose, o fagossomo se funde com o lisossomo formando o ® soluci salina — o cas células com
fagolisossomo. No fagolisossomo, o peroxido de hidrogénio provoca a no abdomen o O s
oxidacao do antigeno e, em conjunto com enzimas, a hidrdlise u* 0" o
proteica. No fim do processo, o fagossoma € exocitado, liberando o o on) i
conteudo. 6 O —on
OBJETIVO: Padronizacao do ensaio sobre os efeitos de trés
serpinas recombinantes (RmS-3, RmS-6 e RmS-17), sobre Para preparacao da curva padrao de peroxido de hidrogénio foi
macréfagos peritoneais murinos a partir da quantificacdo do peroxido ~ feita uma diluicao seriada de base 2 de H,O,  obtendo
de hidrogénio liberado pela fagocitose. concentracoes de 40, 20, 10, 5 pM. As diferentes concentracoes de
H,O, diluidas em solucdo de Hanks contendo fenol vermelho e
peroxidase.

Apos incubacao a 37°C por 1h, foi adicionado 10uL de uma
solucao 0,1M de NaOH para interromper a reacao . Os resultados
foram analisados em espectrofotometro de placa utilizando
comprimento de onda de 650nm.
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Figura 1: Fotos representativas do processo de fagocitose tiradas em

microscopia otica sob lente de imersao 100x (A) Mostra foto de macrofago NAD(P)Y NAD®P)  NAD(P)H
em meio a fagocitose de particulas de zimozan, (B) Ha apenas

macrogafos espraiados sem fagocitose.

RESULTADOS

Expressao e purificacao. As ORFs dos genes das serpinas
foram clonados e as proteinas RmS-3, RmS-6 e RmS-17 foram o
previamente expressadas e purificadas. 6 s w15 2 3 P H @
Cultivo celular: As células obtidas do peritonio foram cultivadas
na concentracdo de 3x10° células/mL (100 plL/cavidade por 1h a
37°C e entao lavadas com solucao salina tamponada (PBS) para
remocao das células nao aderidas.

Padronizacao da curva de concentracao: A concentracoes
escolhidas para padronizacao da curva estao dentro da faixa de
linearidade relatada pela literatura. As densidades oOpticas (DO) 0,12
observadas no grafico 1 foram obtidas utilizando como controle a
média da DO das cavidades sem adicao de H,0O, .
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Gréafico 1. Curva padrao da concentracdo de perdoxido de hidrogénio e
absorbancia obtida, utilizando macréfagos residentes estimulados com
PMA.

PERSPECTIVAS

AGENCIAS DE FOMENTO

A partir dessa padronizacao sera possivel avaliar o efeito das | o
serpinas na liberacao de peroxido de hidrogénio de macrofagos Bolsista de iniciagao

estimulados com PMA. @ CNPq clentifica-PIBIC
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