Clonagem do gene e caracterizacao de uma metaloprotease de glandula salivar
do carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus

Introducao

O carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus ¢ um ectoparasita
hematofago que causa prejuizos na bovinocultura. Meétodos
alternativos de controle tornam-se uma necessidade ambiental ¢ de
saude humana, visto que residuos de quimicos utilizados permanecem
no ambiente € nos produtos de origem animal a serem consumidos.
Alternativas de controle da infestacao requerem o estudo do
metabolismo do parasita através da caracterizacao de biomoléculas.
Em outros carrapatos as metaloproteases caracterizam-se como um
dos componentes salivares responsaveis por interferir nas respostas do
hospedeiro contra o parasita, permitindo assim o repasto sanguineo ¢
consequente transmissdo de patogenos. No R. microplus cinco
sequéncias nucleotidicas pertencentes a genes de proteinas de
metaloproteases foram depositadas no Genbank sendo que duas delas
(MP2 e MP4) foram identificadas em glandula salivar.

Objetivos

O presente trabalho tem como objetivos a clonagem do gene da MP4,
a expressao da proteina recombinante em sistema procarioto € a
analise da transcri¢ao relativa do gene da MP4 em diferentes tecidos.

Materiais e Métodos

Clonagem da regiao codificante do gene da MP4: O RNA total fo1
extraido de larvas de R. microplus ¢ um RT-PCR com primers
especificos para a ORF da MP4 realizado. O amplicon de 1680 pb fo1
clonado nos vetores pGEM-T e pET5a (figura 1).

Expressao e solubilizacio da proteina recombinante: A MP4
recombinante fo1 obtida na linhagem de Escherichia coli
BL21(DE3)RIL sendo expressa em corpusculo de inclusdo. A
expressao da rMP4 fo1 visualizada em um western-blot sondado com

anticorpo anti-cauda de hisitidina revelando uma reagao positiva de 55
kDa. A solubilizagao da rMP4 fo1 obtida em 8M de ureia (Figura 2).

Analise da transcricao relativa do gene da MP4: Os niveis de
transcricao relativa da MP4 foram mensurados por qPCR utilizando-
se primers para os genes da MP4 e 408 ribossomal. O software REST
(Pfaffl et al., 2002) fo1 utilizado para a analise dos dados. A
transcri¢cao relativa fo1 avaliada em larvas de diferentes dias apos a
eclosdo dos ovos (Figura 3) ¢ em glandula salivar de partendgenas ¢
teledgenas (Figura 4).

Resultados

— 4134 pb
— 3015 pb

= 1680 pb
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Figura 1: Plasmideos hidrolisados submetido a eletroforese em gel de agarose
0,8%. MM — Marcador de massa molecular A HIND I1II; 1, pGEM-T-MP4
hidrolisado com EcoR I; 2, pET5a-MP4 hidrolisado com BamH 1 € Nhe 1.
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Figura 2: Solubilizacdao da rMP4 obtida em sistema procarioto. 1, Perfil de
expressao proteica na linhagem de E. Coli BL21(DE3)RIL em SDS-PAGE 10%
corado com Comassie blue. 2, Western-blot da solubilizacdo da rMP4 em 8M de
ureia.

Transcricao relativa do gene da MP4 em larvas
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Figura 3: Transcrigcdo relativa do gene da MP4 em larvas de diferentes dias
apos a eclosao.

Transcricao relativa do gene da MP4 em glandula salivar
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Figura 4: Transcrigdo relativa do gene da MP4 em glandula salivar de
partenogenas e teledgenas.

Discussao e Perspectivas

A ORF da MP4 fo1 clonada e a proteina recombinante expressa como
corpusculo de inclusdo em sistema procarioto. A proteina foi
solubilizada e sera purificada em coluna de afinidade por niquel.

Uma metaloprotease recombinante de Haemaphysalis longicornis
homologa a MP4 foi utilizada em um experimento de imunizagao
mostrando uma protecao do hospedeiro contra a infestacio pelo
parasita (Imamura et al., 2009), sugerindo que a MP4 ¢ um antigeno
imunoprotetor em potencial.

Primers para a realiza¢do de silencimento génico in vivo pela técnica
de RNA de interferéncia foram projetados. Esse experimento
possibilitara uma melhor elucidacao da funcdo da MP4 no
metabolismo do parasita.
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