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Jorge Luiz da Cunha Moraes, Carlos Jorge Logullo de Oliveira, Aoi Masuda, Itabajara da Silva Vaz
Junior (orient.) (PUCRS).

No Brasil, a criacdo de bovinos constitui uma das atividades mais expressivas economicamente. Este fato tem
direcionado a pesquisa para solucionar os problemas de produgdo e sanitarios. Isto inclui o controle & disseminagdo
do carrapato Boophilus microplus, responsavel por um significativo prejuizo na producéo da carne e couro. A enzima
TIM é a responsavel pela conversdo de gliceraldeido 3-fosfato em dihidroxiacetona fosfato e vice-versa, das rotas
gliconeogénica e glicolitica do metabolismo dos carboidratos. O uso da TIM como antigeno vacinal tem sido
estudado para o controle de varios parasitas, como por exemplo, Schistosoma japonicum. A caracterizacdo dessa
enzima no B. microplus podera contribuir para o desenvolvimento de uma vacina, composta por uma mistura de
antigenos ja identificados e em caracterizacdo, que impediria o desenvolvimento e a disseminacdo do parasita
bovino. A clonagem da regido codante da TIM foi obtida a partir do RNA extraido de ovos de 20 dias de B.
microplus, por RT-PCR, utilizando primers especificos para regido codificante e com sitios de restricdo para
endonucleases Ndel e Xhol, obtendo-se um amplicon de 750pb. Este fragmento foi clonado no vetor de expressado
pET43a e transformado em Escherichia coli AD494 (DE3) pLysS. A clonagem foi confirmada por clivagens com
enzimas de restricdo, por PCR e seqiienciamento. Para a expressao da proteina rTIM-Bm (27kDa com cauda de
histidina) estabeleceu-se uma inducdo de 1mM de IPTG (isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside), mantida sob
agitacdo a 37 °C por 20 horas. A expressdo foi analisada por SDS-PAGE 15% e a presencga da TIM foi confirmada
por Western blot, usando anticorpo monoclonal anti-histidina. A purificacdo da proteina estd sendo realizada por
cromatografia de afinidade por niquel. Apds, serdo realizadas imunizagbes em camundongos e bovinos para
caracterizardo da resposta imunolégica para o antigeno. (Fapergs).
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