Expressao de um fragmento do receptor de vitelogenina
do carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus
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Introducao

O carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus € um artropode que infesta bovinos, sendo o principal vetor
dos patogenos do complexo da tristeza parasitaria bovina, causando prejuizos para a pecuaria brasileira .

O controle desse parasito atualmente € feito principalmente com o uso de acaricidas quimicos de variados
principios ativos como organofosforados e avermectinas, metodo o qual acarreta na selecao de populacoes
resistentes, na contaminacao dos produtos de origem animal e na poluicao do meio ambiente. Diversos
metodos alternativos de controle deste parasita vem sendo estudados. O controle imunoldgico possui a
melhor relacao custo-beneficio, alem de nao gerar contaminacao nos produtos de origem animal € no
ambiente.

O sucesso reprodutivo € um fator crucial para a disseminacao de parasitos. A reproducao do R. microplus
depende da captacao pelo ovario de uma hemelipoglicoproteina de reserva, vitelogenina (Vg). Esta proteina
presente na hemolinfa das fémeas € captada por um processo de endocitose mediada por receptor, sendo
iIndispensavel a nutricao do embrido. A importancia do receptor de vitelogenina (VgR) na reproducao de
especies ovipositoras vem sendo observada em vertebrados e invertebrados.

O objetivo do presente trabalho foi clonar o gene e expressar um fragmento deste receptor, para avaliar o
uso de fragmentos dessa proteina como antigeno vacinal no controle imunologico do carrapato bovino.

Materiais e métodos

Baseado em sequéncias conhecidas de VgR de Demacentor variabilis e Haemaphysalis longicornis foram
projetados primers para a clonagem da sequéncia completa do cDNA do VgR de R. microplus (RmVgR). O
cDNA do VgR foi clonado em vetor pGEM. Uma regiao de 1719 pb que codifica um fragmento de 573
residuos de aminoacidos da regiao extra-membrana amino-terminal da proteina, foi selecionada para
subclonagem no vetor de expressao pET-5a.

Resultados

A expressao em E. coli do fragmento do VgR foi testada em diferentes linhagens da bacteria, para
estabelecer o protocolo de expressao.

Tabela 1: bactéerias e condicoes testadas para expressao do fragmento

Concentracao de IPTG

Bactéria Temperatura Meio de cultura (mM)
BL 21 Star (DE3) 37/252C SOB/LB 1
BL 21 Codon Plus (DE3) RP 37/252C SOB/LB 1
BL 21 Codon Plus(DE3) Ril 37/25°C SOB/LB 1
BL 21 (DE3) pT-GroE 37/259C SOB/LB 1

BL 21 (DE3) C43 37/20/25°C LB 1,4-1
BL 21 (DE3) C41 379C LB 1
BL 21 - SI 37°C SOB/LB 1
AD494 37°C LB 1

Rosseta (DE3) 309C/372C/252C LB 0,4-0,5-0,7-1,0

BL 21 (DE3) Plys S 379C SOB/LB 1
BL 21 (DE3) Plys E 37°C SOB/LB 1

Perspectivas

Novos fragmentos do gene que codifica o VgR serao selecionados a partir de analises de
iImunogenicidade para clonagem e futuros testes de expressao.

Apoio: CAPES, FAPERGS, CNPq PIBIC- UFRGS, CNPg-UFRGS.
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