FEIRA DE INOVACAQ TECNOLOGICA m U |.|. | p| q

VIFFINOVA o/ UNIVERSIDADE

UFRGS
SEDETEC

‘fly’ *inovadora
inspiradora

Evento Saldo UFRGS 2017: FEIRA DE INOVACAO TECNOLOGICA DA
UFRGS - FINOVA

Ano 2017

Local Campus do Vale - UFRGS

Titulo Clonagem da ORF, expressao e purificacao de uma proteina
de ligacao a histamina (HBP) do carrapato Rhipicephalus
microplus

Autor MICHELE BARRETO DE FREITAS

Orientador ITABAJARA DA SILVA VAZ JUNIOR




RESUMO DO TRABATHO - ATUNO DEINICIACAO THCNOIOGICA E
INOVACAO 2016-2017

TIULIO DO PROJEIO: Clonagem da ORF, expressdo e purficacdao de uma
proteina de ligacao a histamina (HBP) do camapato Rhipice phalus microplus

Aluno: Mic hele Baneto de Heitas
Onentadox: kabajara Da Siva Vaz Jr

O carrapato Rhipicephalus microplus é um ectoparasita hematoéfago, principalmente de
bovinos. O principal método de controle contra os carrapatos é pelo uso de acaricidas,
no entanto, esse método seleciona populagdes resistentes e causa contaminagdo ao
ambiente. Estudos que visam controlar a populacdo desse parasita focam tanto no
desenvolvimento de vacinas quanto no conhecimento sobre os mecanismos de
modulag¢do do sistema imune do hospedeiro e o entendimento de sua relagdo com o
parasita. As HBPs (histamin binding proteins) sao proteinas secretadas pela glandula
salivar do carrapato durante a alimentacdo e através da capacidade de se ligarem a
histamina modulam o efeito pré-inflamatdrio da histamina secretada pelo hospedeiro.
Dessa forma, o objetivo desse trabalho é a clonagem da ORF, expressdo da proteina
recombinante HBP e caracteriza¢do da sua capacidade de liga¢dao a histamina. Para isso
foi realizada a selecdo da sequéncia codificadora da HBP através da analise de um
transcriptoma de R. microplus. Para a clonagem no plasmideo pGEM-T, primers foram
projetados e foi realizada a extragao de RNA de glandula salivar e sintese de cDNA, que
posteriormente teve a regidao ORF amplificada por PCR. A analise do sequenciamento de
DNA confirmou a identidade da sequéncia clonada. A seguir, foram projetados primers
para clonagem em vetor de expressdo (pET-43a) com adicdo da sequéncia de
polihistidinas a proteina recombinante. A clonagem em vetor de expressdo esta em
andamento. As andlises in silico da proteina foram realizadas através da andlise de
regides conservadas por meio de comparag¢do por alinhamento multiplo de diversas
HBPs e da predicdo da estrutura terciaria da proteina. Posteriormente a expressao da

proteina recombinante, sera realizado o ensaio in vitro para avaliar a capacidade de
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ligagdo da proteina recombinante a histamina e também para pesquisar a presenca de
HBP nativa na saliva de partenégenas; a fim de obter mais um dado para confirmar sua

possivel atividade modulatdria do sistema imune do hospedeiro.
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