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CLONAGEM E CARACTERIZACAO IMUNOGENICA DA THAP RECOMBINANTE. Paula
275 Cristiane Pohl, Itabajara da Silva Vaz Janior, Aoi Masuda (orient.) (UFRGS).
O uso de vacinas ¢ um dos métodos mais promissores para o controle do carrapato Rhipicephalus

(Boophilus) microplus. No entanto, depende da identificacdo e caracterizacdo de moléculas importantes na fisiologia
desse artrépode. Recentemente, foi descrito que este ectoparasita hematéfago obtém suas moléculas de heme da
hemoglobina do hospedeiro, sendo o primeiro organismo multicelular descrito incapaz de sintetizar o anel de ferro
protoporfirina IX. Nesse contexto, os ovos devem conter todo o heme necessario para constituir o novo organismo. A
THAP (tick heme-binding aspartic proteinase) é uma aspartico proteinase isolada dos ovos que participa da hidrdlise
das hemeproteinas durante o desenvolvimento do embrido. Com o objetivo de caracterizar a imunogenicidade dessa
proteina, trés clonagens foram realizadas. Um fragmento com a regido codificante da seqiiéncia completa (rTHAP
completa), um fragmento correspondente aos 170 aminoacidos iniciais (fTHAP amino-terminal) e um fragmento
correspondente aos 185 aminoacidos finais da THAP (rTHAP carboxi-terminal) foram obtidos por PCR e clonados
no vetor de expressao pET23d. Células E. coli BL21 (DE3) RIL foram transformadas com os plasmideos resultantes.
As proteinas recombinantes produzidas na forma insoltvel pela expressao a 37 °C, ImM de IPTG por 4 horas foram
solubilizadas com 8 M de uréia. A antigenicidade das trés proteinas recombinantes foi verificada por Western-blot
usando soros de bovino e coelho previamente imunizados com THAP nativa. A rTHAP completa e rTHAP carboxi-
terminal foram imunoreativas. Estudos adicionais sobre o potencial imunoprotetor da rTHAP estdo sendo realizados
a fim de definir sua importancia no controle do carrapato.
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