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Visando a caracterizacao de genes e proteinas envolvidos na estrobilizacao de
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cestddeos, foi selecionado para estudo o gene codificador da proteino-quinase-quinase
ativada por mitégenos 2 (MKK2), previamente identificada como expresso Figura 3. Alinhamento da McMKK2 com MKK2 de outros organismos - Se realizou um tBlastx para
predominantemente em vermes segmentados (Bizarro et al., 2005). As enzimas MKK2 sdo a busca de sequencias homdlogas. Em preto e cinza se mostram os residuos conservados.

componentes de rotas de sinalizacao associadas a processos de proliferacao e
Qferenciagéo celular, mediando respostas a uma variedade de estimulos extracelularesy

atuando em mecanismo de desenvolvimento.

Resultados e discussao

ﬁclonagem da sequéncia codificadora de parte da McMKK2 foi realizada utilizando b
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maduras do hospedeiro definitivo primeiro hospedeiro iniciadores especificos do vetor pGEX-TEV. Foram obtidos 4 clones recombinantes do total de
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@ A otimizacao da expressao das proteinas recombinantes foi realizada em células de E. coli
E R BL21 Codon Plus RP, as quais foram capazes de expressar a proteina em estudo em maior
S guantidade. A melhor condicao de expressao foi a inducao com 0,1 mM de IPTG por 16 h a
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3{ do adulto no intestino 21°C, onde a proteina recombinante foi observada na fracao soluvel (Figura 4).
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Figura 1. Representacao do ciclo vital provavel de M. corti.
Figura cedida por Henrique B. Ferreira.
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Figura 5. Analise eletroforética de extratos PM 1 2 3 4 5 6
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(Foi isolado RNA de vermes segmentados, e, apds a sintese de cDNA, foi amplificada)
sequéncia codificadora parcial da McMKK2 (McMKK2,¢. ;.0) com iniciadores especificos. A
sequéncia parcial clonada contém 81 aminoacidos (do aminoacido numero 288 ao 369),
enquanto a proteina McMKK2 completa € composta por 377 aminoacidos. Perspectivas

A sequéncia foi clonada no vetor pGEX-TEV e expressa em Escherichia coli. A expressao da

Qrotel'na recombinante foi otimizada e obteve-se a proteina parcial purificada. J (O estudo tem como perspectivas utilizar a McMKK2 parcial na imunizacdo de camundongos\
para producao de anticorpo policlonal especifico. Uma estratégia de RNA de interferéncia
(RNAI) sera utilizada para avaliacao de fendtipos de perda-de-funcao da McMKK2. O efeito
do RNAi na expressao da McMKK2 sera avaliado por gRCR e por imunoblot. Também sera
realizado a clonagem e a expressao da McMKK2 completa para a caracterizacao funcional da

anima. J

Figura 2. M. corti 2 dias apos a
inducao da estrobilizacao (a
esquerda) e 6 dias apods
inducdao (a direita), com
progldtides (seta) bem
delimitadas. Visualizagao em
microscopio invertido, com
aumento de 40X.
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