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1INTRODC A

NoBasi |, a populagode equi ros € e &i m ada
animais, sendo considerada a quarta maior do mundo (IBGE, 2009). Somente o
ag onegéci o euino do p as moavde 7 5 bil hdes de re a inms g

aproximadamente 3,2 milhdes de emregos di et s ei (BERNARDINA,

2011). Os equino st gnandeimportadhcia no &m bkt oe omc is ,
desempenhando um pagl si gnificante emdivers s ae a,

cagae fr a ,at@oaswds sod das ® m sp ot ALMEIBA, et al. 2010).

Nesse contexto, al gures erf @ m dacks ténre lev &hc & f
causamerones pre Wzos acriagd eq U n an o] destaca-se a
Theileriose equina, que comsiéer ada uradas princ ip Bs do as que
acometem o0s equinos acarretando grardeinpacto ec a 6 Onagente causador
da do eén m@rotao ai Theileria equi que é transmitido por carrapatos,
pri NG @ nent e, d Bhipicgmhadus (Boophitus) microplus. A Theileriose pode
ser classificada de forma aguda, subgguchouacdéna e éc aa te r
henditica, pirexia, hpdoe aspl ecoreal i a b i ir
casosmis graes pde atéleva arnor te .Por D r
deixando-os permanecer nesse estado por longos peialos, os e qu Dno s s
pos ti vos pas sama seruma font ed e n wva S animais sadios,
tornando-se o pim pal imed o mra ot ran st ssSes equinos,
s¢a este para partici paga o] BN e sp ooupara exgortacdo de ai mi s
(PIEREZAN, 2009).

O protozoario causadr da doema ps Ui em S
prot ei ras prindm@i sde s up er fc i e @ equi marozoite antigen).

Destas, a EMA-1 destaca-se com antigenopara diag né i ¢c o e

consg vacédentre diversos i ol ados. A ém do seu p
estimular fa te respod a btennfeé mungotenci d can dd & o co m
vacinal no controle da theileriose equina (NIZOLI, 2009). Osi steraeu ca +t6t i
expressdo ut il i zard @ oducao das sa pr e levelum rat ial br o6 1
Pichia pastoris, organismo capaz de crescer em meio de cultura contendo metanol

como unica fonte & arboro. Essaleve dir aa pe S e
principais que a tornam uma alternativa atrativa como plataforma de expess ao de
proteirs h et . Apiradgoaforte pomota u sa d p ar a

hde dlgs, o qud @iva do gn e a to o ,asegundaé ofa b o d

seu cultivo ser realizado em meios simples e de capacidade & pro di¢ agrande

quant idade d e (WpDI, ét ab2041).
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ApéGs a expressa o} d rEMAfloeln P. pastoris, o objetivo desse
estudo foi analisar os diferent es nét ado S d rdessagrote ndentre
eles, podem ser citados a pec ioppa bBedoga, aal cloo] sl f & (0]
elidili a¢ Viato que, todos s&oprocedinein s g8e si v o,
avaliou-se qual dos quatro me fistadod ®ra mas e ici et e na rec
prote in a

2 METODQAOGA (MA TE RAL EM E

A levedura P. pastoris, trans f o radla @na £qlé nc a q ue a
prote rEMA-1, atra do @l asm dipPIGZ_B, foi cultivada em meio BMMY
(Buffered Methanol — Complex Medium) sendo induzida com metanol na
con@ntra¢c & @durdate 7 dias. Houve a centrifugaga a 1%00g, por 10 minutos
a 4° do cultivo. O resultado do processo foi um pellet contendo a levedura e um
sobreradant e contemb a p ot e in.a0 sobrenadante foi submetido a

iferentes mMiods de pred pi B¢ 4 o. Azadas por cada metodologia
sad dewrstrads lo © ba i
Lidli ag¢ O vlume de 40mL de sobrenadante do cultivo foi liofilizado.

Esse sobrenadante foi liofilizado por 24 horas no equipamento Liotop L101 (Lo  s).br

O material liofilizado foi colocado em frasco e marni do até sua ut i z208G

Sufato de ad a@iadilifzadaa concerrag ao de 70 %

amdi o para a pr e Nosolréngdante (40nd.) foram adicionados 18,88g de
sifato de am @H4pSO,s. Aps fo m eratcaimadfor # C (por Jum
peiod dk 24 ho a8aiago Nofomdete pero do , O fr seo
conteudb centri fug a@o @ por 20 min@tos. Ap6s acent 1 f g a0 @alet foi
suspendido em H>O milliQ (5mL) e, posteriormente, aliquotado e mantido a -20°C
attsauti iz @ga o

Al cod ¢ i bra @apeci pitacda patir de et a nol
conentrag dode 6 0% apl i c ad o umLdo alv eoo40ntl de

sobrenadante. Os frascos foram mantidos em caraaf  a °Q(dirarte3 ho ms

ap s, cedtrifugacbs por 20 minu  tos gapara a util i 2 g &o precipitado. O pellet
foi suspendido em 5mL de H,0 milliQ, e posteriormente, aliquotado e mantido a -

20°C até sa u ti lz a ¢cao

Acetona: fora musa das a s segintesr ¢éa ¢©e se n
sobrenadante: 1:1 e 2:1. Para a relagd 1: e 40mL Ide&z sobrenadamte e
40mL de acetona. Paraa rda®d 2: -$& 40ml tesobrenadarme e 80mL de

up e

a

, ©

acetona. Os frascos foram mantidosem carga f i a °Q (ddrarte3 ho map,se 6

centrif ugadbspor 20 mi mt e Og paaautalizag@ 0 d o.M paet foi
suspendido em 5mL de H,0 milliQ, e posteriormente, aliquotado e mantido a -20°C
até s ut il ra ¢ ao.

Os reultadesdaspredpita e sf pa m Dot Blot.
Brevemente, uma membrana (PVDF Transfer Membrane — Amersham Hybond-P,
GE Healthcare) foi previamente tratada com PBS 1X (Phosphate Buffered Saline),
md aol ey ddilada. As prdenas pr ee n tes
foram transferidas para a membrana e mantidas a temperatura ambiente por 30
mi ut s para quefossemabsorvdas. Log oa s , a
PBS-T conte nd 8% & leit een ppcesnatad At ico po
paapot ei -l1doiallicMdado(1:2%5) emrtid oe ma gt a
Paa a de £c dppartiorpos ligados as po tei as P. pastoris foi

m
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adicionado anticorpos de cavalo (1:4000) e manti do, novarente, e mag it s
at enperatua am b e Awefinal, a membrana foi revelada e os resultados
interpretados.

3 RESULTADOS EDISCUS O SA

Através d eDot Blot obser
acetora, dcoo | e i | soltato de
ddect avel pel ométalo d ea

nos que indepe én & d izadom
®® ndo h cewera@@d e p otoén
al. &ntretanto, quando utilizada a e

lidlizag® om o mobservamos adpreseng ad amanoDotBlot. e o

Quart a pr ec gei tatchgé&dk sds, cobn oc a D b S
amiio,omeo fémomnd cbes ;e elvadafor@i d mc a ,d &« o r
grandes quantidades de sal. Devi do a agu a @rura granbde poder
de sd vataca o assaalintaragipcom maa tend é@c abvad g aapati scu ]
merores ( nese ca e, e, podantd, ocupa dasemsu a i nt er @d oo m o
"abandonam" a estrutura proteica. Como consequéncia, &m mawi néo ea ¢
prote Rm@otdna, d inmnu ica od as lidade em meio aquoso e,
consequern enerte, predpt ac @ dJaqupndoa pre ci pta porca o
sb ventes or , c@no ia acetoga e o etanol, por estes apresentarem valor de
corstantedd ét i c a biom a daagua, ai nt ea e¢prabdpa” vie oe ¢
poder de sbvat g ada agua (int er -grddtdna)aaa pro de ndlo pr e
casoddi 6i ab zpoeser umme bd od es haapermaret ra a& ¢
naointerf gindo na in &r atdca.o na c

Portanto, mesno hawndo a f o ma & pellet quando d pr ec pi t ¢
comsais e LIve he so gapredesmétodos i ro dz i rem
guim co no me iocredéta-se que o resd tado ndfoi pos it vo term f
havi doinfl ¥n ¢ a da mpa de se ereagentes. Com isso, pretende-se s
futuramente, purificar a protd na atraves & di alis s, pr ei rgpetir o
teste de Dot Blot.
4 CONCL us @

Andisndoo resdtad o bt do atDa Blot, sugere-sewque o
mé&odo @& pr géaciop lidilizag & bt ee rendimentos quando
co npar acb aos resultades oldides pa prep it ad o at
eaulfd od e No arixia fiud uros experirernos se BO re a
co md f er entes co neemetandg e, os msnme Mmé o ds de 0
sg 40 novawen t e am tentatovadde obtermos melhores resultados para os
dois ult ime nétodes de pr @tadds jred pi tagb por sa B e sb
organi ©s )
5 REFERE NC AS
ALMEIDA, Fernando Queiroz SILVA Vhici us Pirant el .Pr oge
equi dexul tura ra 1ad ec da dRessta Brasileira de Zootecnia. .Rio é

de Janeiro, v.39, p.119-129, 2010.
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