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Introducdo: A heparina € um glicosaminoglicano sulfatado, sintetizada pela maioria das células
animais. Possui a capacidade de ligar-se a diversas proteinas, devido aos seus variados sitios ativos,
gerando categorias de proteinas ligadoras de heparina, como quimiocinas e citocinas
(imunomoduladoras), fatores de crescimento (relacionados ao reparo e desenvolvimento celular), fatores
da coagulacdo sanguinea, inibidor da coagulacdo (antitrombina I11) e proteinas extracelulares estruturais.
A heparina é amplamente utilizada por patdégenos na interacdo com as células do hospedeiro. O objetivo
do presente trabalho foi (i) identificar o perfil de proteinas ligadoras de heparina presentes nos tecidos
de dois parasitos hematdfagos: o carrapato Rhipicephalus microplus e o helminto Fasciola hepatica; (ii)
identificar proteinas que possam comprometer a viabilidade do parasito.

Metodologia: Fémeas parcialmente ingurgitadas de R. microplus foram dissecadas para obtencdo de
extratos proteicos de ovério, glandula salivar e intestino. Larvas de R. microplus também foram usadas
para preparo de extrato de proteinas. Para a identificacdo de proteinas ligadoras de heparina nos
extratos, cada um destes foi separado por cromatografia de afinidade em resina com heparina
imobilizada (HiTrap™ Heparin HP, GE Healthcare), usando gradiente (0 a 2 M de NaCl) de eluicdo das
proteinas em tampéo fosfato de sédio 10 mM, pH 7,4 contendo NaCl 2 M. As fracbes obtidas a partir
das cromatografias foram ainda separadas por SDS-PAGE 12%, e os géis foram corados com coomassie
blue ou nitrato de prata para visualizacdo das proteinas. As amostras de ovario foram coradas com o
protocolo mais sensivel, coloragdo por nitrato de prata. Os mesmos procedimentos foram seguidos para
a cromatografia e analise das amostras de larvas de Ripicephalus microplus. As amostras de Fasciola
hepatica foram coletadas de um figado parasitado enviado de um frigorifico da cidade de Sdo Leopoldo.
As mesmas foram colocadas em PBS (tampédo fosfato salino) e posteriormente em meio de cultivo
RPMI 1640 para que o contetdo do intestino fosse excretado. As andlises foram realizadas da mesma
forma do que com os tecidos de carrapato.

Resultados: A técnica de SDS-PAGE permitiu observar proteinas abundantes com baixa afinidade em
todos os tecidos de carrapato, exceto no extrato de glandula salivar, que ndo apresentou proteinas
ligadoras de heparina. Individualmente, em intestino e larvas foram observadas bandas com migracoes
correspondentes a menos de 10 kDa de proteinas que eluiram com maior afinidade (mais de 1,5 M de
NaCl). Em Fasciola hepatica foram observadas proteinas com cerca de 50 kDa eluidas com alta
afinidade (2 M de NaCl).

Conclusdo: Proteinas ligadoras de heparina encontram-se nos tecidos dos parasitos hematofagos:
Rhipicephalus microplus e Fasciola hepatica. Analises posteriores de espectrofotometria de massas
serdo realizadas para identificar as proteinas ligadoras de heparina encontradas.
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