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|NTRODUQ AO Expressao das proteinas N-GSKr e C-GSKr

Ambas proteinas foram obtidas a partir da transformagéao de cepas de E. colie com 2h
de incubagao pés indugdo de expresséo protéica: E.coli BL21 (DE3) C41 e meio de
cultura LB foram usados para expressar N-GSKr a 25°C. E.coliBL21 (DE3) RP e meio
de cultura SOB foram usados para expressar C-GSKr a 37°C. Ambas proteinas foram
obtidas na forma insollvel.

O Rhipicephalus microplus € um ectoparasita que atinge principalmente o
rebanho bovino. Rebanhos infestados apresentam redugdo na produgéao de leite e
carne e tem o valor de seu couro reduzido. A forma mais comum de controle desse
parasita é por meio de acaricidas, porém esse método tem se mostrado deficiente
a medida que sua utilizagdo incorreta tem selecionado cepas de carrapato
resistentes, e provocado a presenga de residuos quimicos em produtos de origem

animal e no ambiente. Testes com diferentes antigenos evidenciaram que o 2 3
controle do carrapato pode ser feito por meio de vacinagdo. A Glicogénio Sintase
Quinase 3B (GSK-3B) esta envolvida em diversos processos fisiolégicos, como a
sintese de glicogénio, diferenciacéo celular e motilidade celular, especificamente a
GSK-3pB esta envolvida no metabolismo energético dos embrides de R. microplus.
O nosso grupo de pesquisa realizou diversas tentantivas de expressar o gene da PR
GSK-3B em Escherichia colii mas nao obtivemos sucesso. Neste trabalho a
proteina foi expressa em dois fragmentos correspondentes a por¢do N-terminal e a
porcédo C-terminal da proteina.
OBJETIVO
Os objetivos foram a clonagem dos fragmentos correspondentes a porgao N-  Fig. 3 SDS-Page 12% do extrato de E.coli C41 Fig. 4 Western Blot utilizando
terminal e C-terminal da GSK 3@ de R. microplus no vetor de expressio pAe,  expressando N-GSKr: 1) Sobrenadante sem indugdo ~ anticorpo _monoclonal ~ anti-
expressdo e puricagio das proteinas recombinantes (C-GSKr and N-GSK) e a  protéica, 2-4) 2h, 4h e 16h p6s indugéo da expressdo  histidina. Producao protéica
produg&o anticorpos contra C-GSKr and N-GSKr. protéica e, 5) sedimento sem indugdo protéica, 6-8) (N-GSKTr) p6s 2h de indugéo
2h, 4h, 16h pés inducéo protéica. (22KDa). 1)Controle positivo,

2)Sobrenadante,3)Sedimento

MATERIAL E METODOS

o R T
Dois pares de primers e a sequéncia codificante da proteina GSK 33 clonada 4
em vetor pGEM-T easy foram usados para amplificar os fragmentos de DNA que |
codificam as por¢cdes N- e C-terminal. Esses amplicons foram clivados com as —
enzimas (Nde 1/ Eco Rl e Eco Rl / Bam HI) e ligados ao vetor de expresséo (pAE). A =t
clonagens dos fragmentos genéticos foram confimadas por clivagem, PCR e -
sequenciamento de DNA. — 4
E. coli BL21(DE3) C41 foi transformada com o plasmideo N-GSK/pAE e E. coli o
BL21(DE3) RP foi trasformada com o plamidio C-GSK/pAE para a obtencdo das «—
proteinas recombinantes. Até serem atingidas as condi¢des ideais de produgao '
protéica foram testados diferentes meios de cultura, temperaturas e periodos de -, — |
incubacéo. A expressao protéica foi analisada por eletroforese SDS-PAGE 12% e a }
presenga de proteina recombinante foi confirmada por western blot, utilizando ]
anticorpo monoclonal anti-histidina.
Cromatografia de afinidade a Ni?+ foi utilizada para a purificagdo das proteinas Fig. 5 SDS-Page do extrato de Fig. 6 Western Blot utilizando
recombinantes. i _— - ) E.coli RP expressando C-  anticorpo  monoclonal  anti-
A produgéo de anticorpos foi obtida pela imunizagéo de coelhos a partir da GSKr (25KDa). 1) histidina. Produgéo protéica (C-
banda recortada do gel de poliacrilamida macerada e misturada ao adjuvante Marcol Sobrenadante pés de 2h de GSKr) pés 2h de indugdo
Montanide. indugdo de expressao (25KDa). 1) Controle positivo 2)
protéica, 2) Sedimento pés 2h Sobrenadante, 3) Sedimento.
de indugdo de expressdo
protéica.
RESULTADOS
Purificacao protéica e producao de anticorpos contra C-GSKr
Clonagem dos fragmentos N-GSK e C-GSK A proteina C-GSK foi obtida na forma insoltvel, os corptsculos de inclusdo foram

solubilizadcos com Guanidina 3M para purificagdo por cromatografia de afinidade a

Por PCR e hidrélise com enzimas de restricdo observamos que os plasmideos  Ni2*. A imunizagdo animal com C-GSKr demonstrou sua capacidade de induzir uma

possuiam tamanho esperado. A clonagem foi confirmada por sequenciamento de  resposta imune. Um western blot com o soro produzido confirmou a presenga de
DNA. anticorpos a partir do reconhecimento da proteina C-GSKr.
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Fig. 1 Hidrélise dos plamideos com enzimas de restrigdo. 1) Marcador de massa RISUT LS

molecular 2) N-GSK/pAE, 3) C-GSK/pAE Fig.6 Western blot para a titulagéo do soro de coelho contra C-GSKr (25kD)

PERSPECTIVAS
1. Padronizar as condi¢des para a purificagdo de N-GSKr e C-GSKr. 3. Administrar em partenégenas, via alimentagéo artificial, anticorpos anti N-GSKr e C-GSKr.
2. Produzir anticorpos contra N-GSKr por imunizagdo animal. 4. Identificar a presenca de GSK 3B em diferentes tecidos do parasita a proteina GSK 3p.

Apoio Financeiro: CNPq, CNPg- PIBIC, FAPERGS, CAPES, FAPERJ e INCT-Entomologia Molecular.




