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animais, sendo considerada a quarta maior do mundo (IBGE, 2009). Somente o 
 

aproximadamente 3,2 mil  (BERNARDINA, 
2011). O  
desempenhando 

, ALMEIDA, et al. 2010).  
Nesse contexto

destaca-se a 
Theileriose equina,  as que 
acometem os equinos acarretando O agente causador 

  Theileria equi que  transmitido por carrapatos, 
 Rhipicephalus (Boophilus) microplus. A Theileriose pode 

ser classificada de forma 

deixando-os permanecer nesse estado por longos 
animais sadios, 

tornando-se sses equinos, 
ou para expor  

(PIEREZAN, 2009).  

equi merozoite antigen). 
Destas, a EMA-1 destaca-
con
estimular  
vacinal no controle da theileriose equina (NIZOLI, 2009)

a 
Pichia pastoris, organismo capaz de crescer em meio de cultura contendo metanol 

principais que a tornam uma alternativa atrativa como plataforma de e  
. A 

, a segunda o 
seu cultivo ser realizado em meios simples e de capacid  grande 

(WAN, et al. 2011).  



rEMA-1 em P. pastoris, o objetivo desse 
estudo foi analisar os  dessa . Dentre 
eles, podem ser citado o 

, 
avaliou-se qual dos qua  listados 

  
 
 

) 
 
A levedura P. pastoris, a 

rEMA-1,  d pPICZ_B, foi cultivada em meio BMMY 
(Buffered Methanol  Complex Medium) sendo induzida com metanol na 

 durante 7 dias. Houve a centrifuga  a 1500g, por 10 minutos 
a  do cultivo. O resultado do processo foi um pellet contendo a levedura e um 

. O sobrenadante foi submetido a 
zadas por cada metodologia 

 
: O volume de 40mL de sobrenadante do cultivo foi liofilizado. 

Esse sobrenadante foi liofilizado por 24 horas no equipamento Liotop L101 s). 
O material liofilizado foi colocado em frasco e -20 C. 

 No sobrenadante (40mL) foram adicionados 18,88g de 
(NH4)2SO4.  por um 

 e o 
g por 20 minutos. , o pellet foi 

suspendido em H2O milliQ (5mL) e, posteriormente, aliquotado e mantido a -20 C 
a  

L em 40mL de 
sobrenadante. Os frascos foram mantidos em 

s, centrif g para a  do precipitado. O pellet 
foi suspendido em 5mL de H20 milliQ, e posteriormente, aliquotado e mantido a -
20  

Acetona: f
sobrenadante: 1:1 e 2:1. Pa -se 40mL de sobrenadante e 
40mL de acetona.  Pa -se 40mL de sobrenadante e 80mL de 
acetona. Os frascos foram mantidos em s, 
cent 0g o. O pellet foi 
suspendido em 5mL de H20 milliQ, e posteriormente, aliquotado e mantido a -200C 

 
Dot Blot. 

Brevemente, uma membrana (PVDF Transfer Membrane  Amersham Hybond-P, 
GE Healthcare) foi previamente tratada com PBS 1X (Phosphate Buffered Saline), 

foram transferidas para a membrana e mantidas a temperatura ambiente por 30 

PBS-
-

P. pastoris foi 



adicionado anticorpos de cavalo (1:4000) 
Ao final, a membrana foi revelada e os resultados 

interpretados. 

 
3 RESULTADOS E DIS O 

 
Atrav Dot Blot izado, 

 sulfato o  
. Entretanto, quando utilizada a 

, observa na no Dot Blot.   
  

grandes quantidades de sal. r um grande poder 
de assa a interagir com   a s 

 e, portanto
"abandonam" a estrutura proteica. Como consequ  

- lidade em meio aquoso e, 
consequ  por 

, como a acetona e o etanol, por estes apresentarem valor de 
-

poder de  -  No 
 , 

.  
Portanto, pellet 

credita-se que o r ter 
 reagentes. Com isso, pretende-se 

futuramente, purificar  repetir o 
teste de Dot Blot.  
 

 
4  

 
Dot Blot, sugere-se que o 

rendimentos quando 

 na tentativa de obtermos melhores resultados para os 
dois  citados 

. 
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