Expressao de duas formas recombinantes de Triosefosfato
Isomerase do carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus
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<«= 50 kDa
O carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus é considerado «=27 kDa
0 principal ectoparasita de bovinos, sendo o principal vetor dos =25 kDa

patdgenos do complexo da tristeza parasitaria bovina, causando
prejuizos para a pecuaria brasileira. O controle desse parasito
atualmente € feito principalmente com o uso de acaricidas
guimicos, método o qual acarreta na selecao de populacées
resistentes, na contaminacao dos produtos de origem animal e
na poluicdo do meio ambiente. Diversos metodos alternativos
de controle deste parasita vem sendo estudados. O controle analisadas em SDS-PAGE em gel de poliacrilamida 16%. (1) no

Imunologico possul uma boa relacao custo-beneficio, alem de induzido Tim sem cauda, (2) Tim sem cauda, (3) ndo induzido Tim com

nao gerar contaminagao nos produtos de origem animal e no cauda, (4) Tim com cauda, (5) marcador de massa molecular 1gG
ambiente. bovino.

O estudo da fisiologia do carrapato € necessario para a
pesquisa de possiveis alvos para o seu controle. Triosefosfato
Isomerase (TIM) é uma enzima atuante na glicolise  Fol realizada a purificacao da forma recombinante contendo a
e gliconeogénese, catalizando a interconversdo  cauda de histidina e obteve-se uma proteina purificada com
entre gliceraldeido 3-fosfato e fosfato de dihidroxicetona. Esta  tamanho compativel o esperado (27kDa).

enzima vem sendo utilizada como alvo para o desenvolvimento
de drogas contra endoparasitas.

O objetivo do presente trabalho fol expressar a forma
recombinante desta enzima e realizar a purificacao para avaliar
O Seu uso como antigeno vacinal no controle imunologico do

carrapato bovino .

FIGURA 1. Expressao das duas formas da Tim recombinante

FIGURA 2. Purificacdo da Tim com cauda com diferentes concentracoes

Materiais e Métodos de Imizadol analizadas em SDS-PAGE em gel de acrilamidal6%. (1)

extrato total, (2) fracado nao-ligada, (3) fracao 1 10mM de imidazol, (4)

_ ) L fracao 2 10mM de imizadol, (5) fracao 3 50mM de imizadol, (6) fracao 3
Em uma etapa anterior, atraves da sequencia de DNA da TIM  100mM de imidazol, (7) fragdo 4 200mM de imidazol, (8) fracdo 2

depositada no banco de dados TIGR foram projetados primers 500mM, (9) proteina controle, (10) marcador de massa molecular
para a clonagem da sequéncia completa do cDNA da enzima a

partir do RNA total extraido de ovos de 10 dias de idade. Um

fragmento de 750 pb fol clonado diretamente no vetor de  As purificagéo foi verificada por Western Blot com anticorpos
expressao pET-3a e pET-43a. anti-histidina e anti-TIM

Posteriormente foram feitos testes de expressao das duas

construcoes contendo a sequéncia da TIM, o plasmideo pET- L oz ¢ 4 9 9w 7 8 =

3a, contendo a sequéncia da proteina recombinante, e o e

nlasmideo pET-43a, adicionando uma cauda de histidina a | 20 | = 50 kDa
proteina recombinante. Estes plasmideos foram transformados | = 27 kD3
para teste de expressao em E. coli BL21(DE3)pLysS. Para o | = 25kDa
teste de expressao as células contendo o fragmento foram ‘ |
crescidas em meio LB com uma concentracao de 1 mM de
IPTG durante um periodo de aproximadamente 16 horas.

Foi selecionada a construcao com cauda de histidina para
realizar a purificacdo da proteina. Essa forma foi escolhida | | |
devido a praticidade da purificacao que foi realizada através de - T ot :
cromatografia de afinidade para niquel. FIGURA 3. Western Blot da purificacdo da Tim. (1) extrato total, (2)

fracao nao-ligada, (3) fracao 1 10mM de imidazol, (4) fracdo 2 10mM
de imizadol, (5) fracao 3 50mM de imizadol, (6) fracao 3 100mM de

Resultados imidazol, (7) fracdo 4 200mM de imidazol, (8) fracao 2 500mM, (9)
proteina controle.
As duas formas recombinantes da enzima foram expressas nas Perspectivas

condicoes testadas, resultando , conforme figura 1.

Novas condicOoes de expressao e purificacao serao testadas
de forma a otimizar esses processos, apos ISSO Sserao

ApPOIO: CAPES, FAPERGS, CNPq PIBIC, BIC-UFRGS CNPg-UFRGS. realizados testes de imunizacao em bovinos para que se
possa verificar o potencial imunogénico dessa proteina.



