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1. INTRODUCAO

Causador da hemoncose, Haemonchus contortus € o nematoide que acomete
pequenos ruminantes, principalmente ovinos, de maior importancia a nivel mundial
(ARSENOPOULOQOS et al., 2021). O habito alimentar hematéfago é responsavel por
grandes perdas para o hospedeiro, impactando negativamente a absorcdo de
nutrientes pelos animais resultando em anemia severa, perda de peso, lesées na
mucosa podendo levar a 6bito. Além de impactarem negativamente a saude animal,
as infecgdes crbnicas por H. contortus reduzem na eficiéncia produtiva da pecuaria
ao longo do tempo (FLAY et al., 2022; BESIER et al., 2016).

O ciclo de vida é direto e dividido em duas fases, vida livre e parasitaria. A
fase de vida livre inicia-se com a eliminacdo dos ovos nas fezes dos ovinos, dos
quais eclodem larvas de primeiro estagio (L1) que se alimentam de matéria
organica proveniente das fezes. Na presenga de proteinas cuticulares, a larva L1
rompe a cuticula e da origem ao segundo estagio (L2) (FETTERER, 1989), que
ainda alimentando-se de matéria organica atinge o terceiro estagio, conhecido
como (L3) ou larva infectante. Apos a ingestao da (L3) pelo hospedeiro tem inicio
a fase de vida parasitaria (TAYLOR; COOP, 2017). Uma vez no rumen ocorre o
desencapsulamento da L3, que passa por mais duas mudas até atingir a
maturidade sexual. Ha entdo o desenvolvimento de uma lanceta no jovem adulto
(L4), que o capacita a obter o sangue da mucosa abomasal (TAYLOR; COOP,
2017).

O controle desse parasita baseia-se no uso de anti-helminticos, contudo, em
muitos casos, 0 manejo indevido desses farmacos resulta em um quadro de
resisténcia a diferentes principios ativos (MOLENTO et al., 2013). Esse fator eleva
os custos de produgao, como também compromete a sustentabilidade da atividade
pecuaria, exigindo estratégias alternativas que conciliam eficacia, viabilidade
econOmica e seguranga ambiental (PINTO et al., 2020).

Estudos que testaram o efeito de proteinas recombinantes como vacinas
foram conduzidos com o objetivo preventivo e curativo no controle da hemoncose
(SMITH et al., 1997, YANG et al., 2020). Apesar dos diversos estudos, atualmente
existe apenas uma vacina comercial licenciada, a Barbervax®, composta por
glicoproteinas da membrana intestinal do parasito H-gal-GP e H11 (SMITH;
MURRAY, 1994). Esforgos da comunidade cientifica resultaram na descoberta de
antigenos potenciais para o desenvolvimento de vacinas, além de uma maior
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compreensao da agao da imunidade em infecgbes causadas por H. contortus
(EHSAN et al., 2020).

O presente trabalho possui como objetivo avaliar e caracterizar a expressao
heter6loga em Escherichia coli de uma quimera recombinante composta de
epitopos de H. contortus, visando posteriormente sua utilizagcdo como antigeno
vacinal contra a hemoncose.

2. METODOLOGIA
2.1. Expressao da proteina recombinante

Com base em uma analise de bioinformatica um plasmideo contendo a
sequéncia do gene de interesse foi obtido e denominado pET28a+/Hc2. O
plasmideo pET28a+/Hc2, foi propagado na cepa DH5a de Escherichia coli seguido
de extracdo plasmidial através do kit (Plasmid Mini Purification Kit Mebep
Bioscience), o resultado da extracdo foi avaliado por eletroforese em gel de agarose
1%. O plasmideo foi inserido na cepa BL21 Star (DE3) de E. coli. As células
recombinantes foram selecionadas em meio agar Luria Bertani (LB) suplementado
com Canamicina (100 pg/mL) (Sigma Aldrich). Posteriormente, foi selecionada uma
coloénia recombinante para o cultivo, em Erlenmeyer com 30 ml de caldo LB com
Canamicina (incubado a 37 °C, em agitador orbital a 150 rpm, por 16 horas). O pré-
in6culo foi transferido para 500 ml de caldo LB e Canamicina (100 pg/ml) e
incubados sob as mesmas condi¢cdes até atingir a densidade 6ptica (D.O. 600 nm)
entre 0,6 - 0,8. Apds o cultivo atingir a concentragdo mencionada, a expressao da
proteina recombinante foi induzida com a adigdo de IPTG (Isopropil p-D-1-
tiogalactopiranosideo) 1mM, retornando as mesmas condi¢cdes por 4 horas.

Para avaliar a solubilidade da proteina expressa foram coletadas amostras da
porcao soluvel e insoluvel, apdés o processamento dos pellets. A expressao foi
seguida por uma centrifugacédo do cultivo por 10 minutos a 8000 x g e os pellets
resultantes foram eluidos em 20 ml tampao Wash sem ureia (NaH2PO4 20 mM,
NaCl 500 mM, imidazol 5 mM) acrescido de 100g/ml de lisozima e incubados sob
agitacao a 4 °C por 30 minutos.

Posteriormente, para a lise total das células, as amostras foram submetidas a
ondas de ultrassom (Sonicator® — Ohtake Works) com pulsos de 60 Hz por 15
segundos e intervalo de 20 segundos por dez ciclos. Sequentemente, a amostra foi
centrifugada a 12.000 x g a 4 °C por 45 minutos e a por¢cao sobrenadante, soluvel,
foi coletada e armazenada sob refrigeragao, para posterior analise por eletroforese
em gel de poliacrilamida. O pellet resultante foi novamente suspendido, utilizando
o tampao Wash com adigéo de ureia (NaH2PO4 20 mM, NaCl 500 mM, imidazol 5
mM) e foi mantido sob agitacdo durante 72h a 4 °C. Apés este periodo, uma
amostra foi coletada e armazenada e o restante foi centrifugado, novamente, a
12.000 x g a 4 °C por 45 minutos, a por¢cao sobrenadante, contendo a proteina em
sua porgao insoluvel, foi coletada e o pellet descartado.

2.1. Caracterizagao da proteina

A expressao e a caracterizagao da proteina recombinante foram verificadas
através da técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 10%. As
amostras foram avaliadas em duplicata (Figura 1 B).

Posteriormente, um dos géis foi utilizado para a realizagdo da técnica de
Western blot, na qual as proteinas foram eletrotransferidas para uma membrana de
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nitrocelulose (AmershamTM ProtanTM 0,45m, Amersham Biosciences). A
membrana foi bloqueada com leite em pé desnatado 5%, diluido em PBS-T (PBS
+ 0,05% de Tween 20). Para a detecgéo da tag de histidina, foi utilizado anticorpo
monoclonal anti-his (Invitrogen) por 1 hora, na diluicdo de 1:5000 em PBS-T. Ap0s,
a membrana foi incubada com anticorpo secundario anti-camundongo, conjugado
com a enzima peroxidase (Sigma-Aldrich), na mesma diluicdo. Para revelar a
reagao, foi utilizado 0,006 mg de DAB (3,3’-Diaminobenzidina) em solug¢ao de Tris
HCI 50 mM (pH 7.6), contendo 0,3% de sulfato de niquel e 50 pl peroxido de
hidrogénio (Figura 1 C).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O resultado da extracado do plasmideo foi avaliado por eletroforese em gel de
agarose 1%, onde foi possivel comparar as amostras extraidas com amostra do
plasmideo comercial estoque. As bandas reativas apresentaram-se padronizadas
e semelhantes a do plasmideo estoque, como pode-se observar na Figura 1 A.

A anadlise da expressao e caracterizagao da proteina purificada em SDS-
PAGE sugere que a expressdo nas formas soluvel e insoluvel (Figura 1 B).
Ratificando a presenca da banda de ~75 kDa, massa molecular equivalente a
proteina de interesse, nas fragcbes soluvel e insoluvel, confirmando através do
Western Blot (Figura 1 C).

Figura 1. Caracterizagao da proteina recombinante Hc2.

A) Avaliacéo da propagacao do plasmideo. A figura demonstra eletroforese em gel de
agarose 1% onde, 1, 2, 3 e 4 representam as amostras extraidas através do kit (Plasmid
Mini Purification Kit Mebep Bioscience); 5) Amostra diretamente do plasmideo comercial;
M) Marcador 100 PB (Ludwig Biotec).

B) A figura B representa eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 10 % (1)
Porgéo soluvel da proteina; (2) Porgao insoluvel apos centrifugagéo; (3) Porgéo insoluvel
sem centrifugacao; (M) Marcador Molecular Precision Plus Protein Standard (Bio-rad
Laboratories).

C) Western Blot para confirmagao da identidade da proteina. (1) Porgéao soluvel; (2)
Porgéao insoluvel apds centrifugagéo; (3) Porgao insoluvel sem centrifugacgao; (4) Controle
Positivo; (M) Marcador Molecular Precision Plus Protein Standard (Bio-rad Laboratories).

O controle de hemoncose continua sendo um dos maiores desafios para a
ovinocultura mundial, em virtude de sua elevada patogenicidade, mas
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principalmente da rapida capacidade de desenvolver resisténcia a diferentes
classes de anti-helminticos (ZHENG et al., 2025).

Nesse contexto, surge a busca por alternativas que possam substituir ou
mesmo complementar a agdo dos anti-helminticos como controle biolégico
(MENDOZA DE GIVES et al., 1998), rotagao de pastagens (BESIER et al., 2016) e
uso de probiodticos (PINTO et al., 2020).

Com o crescimento das ferramentas avancadas de bioinformatica e o avancgo
de novos estudos moleculares o desenvolvimento de vacinas representa uma
alternativa em potencial para o controle de hemoncose e manutengdo da
produtividade pecuaria (BESIER et al., 2016; ZHENG et al., 2025).

4. CONCLUSOES

Através do método aplicado a proteina recombinante obtida na cepa BL21
Star (DE3) de Escherichia coli, foi expressa e caracterizada nas formas soluvel e
insoluvel. Como perspectiva futura testes serao realizados para avaliar se os alvos
vacinais serao capazes de induzir protecdo contra hemoncose em modelos
animais.
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