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Introducao
Durante o desenvolvimento embrionario, o carrapato utiliza 50kDa
cComo fonte de energia e aminoacidos uma .
lipoglicofosfoproteinas de origem materna, a Vitelina (VT).
A vitelina é hidrolisada por diferentes enzimas incluindo: >5KD3

VTDCE (Vitellin-degrading Cysteine endopeptidase), BYC
(Boophilus Yolk Pro-Cathepsin) e THAP (Tick Heme Binding
Aspartic Proteinase). Estudos anteriores mostraram que a
VTDCE recombinante (r-VTDCE-TRX) apresentou tambeéem
atividade antimicrobiana contra Staphylococcus epidermidis.
Porém essa proteina recombinante apresenta uma grande
proteina de fusao (Thioredoxin) que diminuiu a atividade

Figura 2. Expresséo da r-VIDCE em E. coli BL21 (DE3) RP,
reconhecida pelo annticorpo monoclonal anti-Histidina no
sobrenadante das amostras incubadas 2h e 4h com 1mn de IPTG e
em amostras sem a inducéaoo de IPTG(oh-s) a 37 C. Como controle

. g . : . fol utilizada a r-VTDCE-TRX. (s= sobrenadante, p= pellet
enzimatica e antimicrobiana da VTDCE. O Objetivo deste itz ( p= pelley

trabalho € a producéao da proteina recombinante sem a proteina

de fusdo (r-VTDCE) para andlises futuras. Purificacao: A r-VTDCE fol purificada através de

cromatografia de afinidade ao Niquel.
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Materiais e Métodos

Clonagem: DNA plasmideal foi purificado e a sequéncia 0,25
clonada fol confirmada por sequénciamento. 0,2
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Figura 3. Purificacado da r-VTDCE feita através de cromatografia de afinidade.
Absorbancia das amostras eluidas com 50 mM (1-10), 100 mM (11-20), 200 mM
(21-30), 300 mM (31-40) e 500 mM (41-50) de Imidazol.

6557 pb

Marc.1 2 3 4 5 6 7

Figura 4. Western Blot da r-
VTDCE reconhecida pelo
anticorpo monoclonal anti-
cauda de Histidina. (Marc..

Figura 1. Purificacdo de DNA plasmideal de 4 colonias diferentes

26 kDa
de E. coli XL1-Blue transformadas com pET 43a + r-VTDCE. marcac.lor de peso mc_)lecular,
. 1, 2 e3: Amostras eluidas com
Marc.: Marcador de peso molecular, Coluna 1: colonia 1, Coluna 2: . _
coldnia 2, Coluna 3: colbnia 3, Coluna 4: Colonia 4 200 mM de Imidazol, 4 e 5:
’ ' : ' ' 17 kDa Amostras eluidas com 300 mM

de Imidazol, 6 e 7: Amostras
eluidas com 500 mM de

Expressao: Imidazol.)

Tabela 1.: Dez cepas de E. coli foram testadas com inducao

de 1 mM de IPTG. Em vermelho condigcoes em que houve Conclusoes e PerSpeCtivaS

expressao da r-VTDCE. A sequéncia que codifica a VTDCE foi clonada em Pet 43a.

Temperatura de As cepas BL21 (DE3) RP e BL21 (DE3) PLys E foram
~ ~ capazes de expressar a proteina recombinante.
Cepas Incubacao |Horas de Incubacao A rVTDCE purificada fo . .

reconhecida pelo anticorpo

BL21(DE3)RP monoclonal anti-cauda de Histidina e pelo anticorpo policlonal

37°Ce 25 °C Oh, Zh, 4h 16h anti-VTDCE. A expressao e purificacao da VIDCE sem a

- proteina de fusao representa um passo importante para

BL21(DE3)PLysE Oh, 2h, 4h, 16h analisar a atividade enzimatica e antimicrobiana dessa
37 °C molécula.
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