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Expresién soluble de la proteina RmS-3 de garrapata Rhipicephalus microplus en
Escherichia coli.
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Introduccion. Rhipicephalus microplus es la garrapata que tiene
un mayor impacto econoémico en México, Centroamérica,
Suramérica y Australia que conducen a pérdidas econémicas
estimadas en miles de millones de dodlares en todo el mundo (1).
Actualmente los métodos de control de garrapatas dependen de
acaricidas quimicos. Sin embargo, la creciente preocupacion de
la poblacién por los riesgos de contaminacion por residuos de
quimicos en productos lacteos y carnicos y el surgimiento de
poblaciones de garrapatas resistentes a los acaricidas (2-5) han
motivado la busqueda de antigenos que induzcan la respuesta
inmune, entre las que se encuentran proteinas de las
secreciones salivales de las garrapatas como las serpinas. Una
de estas proteinas, la serpina RmS-3, inhibe la quimotripsina y la
catepsina G y es reconocida por anticuerpos de ganado
resistente a garrapata. Ademas, RmS-3 de R. microplus fue
reconocida por anticuerpos producidos por la saliva de A.
americanum, |. scapularis 'y Rhipicephalus sanguineus,
sugiriendo un posible uso de esta proteina para el desarrollo de
una vacuna universal contra garrapatas (6-7)

El objetivo de este trabajo es clonar y expresar la serpina RmS-
3 en distintos vectores y cepas de E. coli para obtenerla en forma
soluble.

Metodologia. La secuencia de ADN (1.2 kb) que codificada la
proteina RmS-3 se someti6 a una optimizaciéon de codones para
su expresion en E. coli, se sintetizo quimicamente con los sitios
de restriccion Nde?1 y Xho1 en los extremos 5 y 3
respectivamente (GenScript®). La secuencia optimizada se sub-
clon6 de manera dirigida en los vectores de expresion pCri-8b y
pCri-1b los cuales tienen un gen de resistencia a Kanamicina, y
una etiqueta de poli-histidinas, ademas para el caso de pCri-1b
tiene un médulo de unién a maltosa (MBP) (8). Se transformd la
cepa E. coli DH50 para propagacion de los plasmidos y se
comprobo la presencia del gen rms-3 en clonas seleccionada
mediante un andlisis de doble restriccién. Para la expresion de la
proteina, se trasformaron células competentes de E. coli BL21
(DE3) y SoluBL21 (DE3) con las construcciones pCri-8b/rms-3 y
pCri-1b/rms-3 y se realizaron pruebas de expresién a 20 y/o
37°C. La expresion de la proteina recombinante RmS-3 se
analiz6 por SDS-PAGE.

Resultados. En la Fig. 1 se puede observar que la doble
digestién de ambas construcciones libera una banda de 1.2 kb,
correspondiente al inserto rms-3. En la Fig. 2 se muestra el perfil
de expresion proteico, donde se observa que a 37°C la cepa de
E. coli BL21 (D3) expresa tanto la proteina RmS-3 (pCri-8b/rms-
3) como la proteina MBP-RmS-3 (pCri-1b/rms-3) solo en cuerpos
de inclusién. Sin embargo, al bajar la temperatura a 20°C, se
observa expresion de la proteina RmS-3 en la fraccion soluble y
aumenta considerablemente la proteina MBP-RmS3 soluble. El

perfil de expresion a 20 °C en la cepa SoluBL21 revela que la
expresion de proteina soluble con ambas construcciones, siendo
mas evidente en la
construccion
indicando que fusién al moédulo
MBP, la cepa y la temperatura
ayuda significativamente a la
expresion de la proteina en
forma soluble.
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Fig. 2. Expresion de la proteina RmS-3 analizada por SDS-PAGE.

Conclusiones. Se logré expresar la proteina RmS-3 de R.
microplus en E. coli de forma soluble lo que facilitaria su uso
como antigeno para el desarrollo de una vacuna contra
garrapata.
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