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Introducdo: Durante o desenvolvimento embrionério, o carrapato Rhipicephalus
microplus utiliza como fonte de nutrientes uma lipoglicofosfoproteinas de origem
materna, a vitelina (VT). A VT é hidrolisada por diferentes enzimas, incluindo VTDCE
(Vitellin-degrading Cysteine endopeptidase), BYC (Boophilus Yolk Pro-Cathepsin) e
THAP (Tick Heme Binding Aspartic Proteinase). A andlise da sequéncia de
aminoacidos da VTDCE mostrou que esta apresenta maior similaridade com peptideos
antimicrobianos do que com enzimas, sendo sua atividade antimicrobiana
experimentalmente comprovada contra Staphylococcus epidermidis, utilizando a
proteina recombinante. A construcdo plasmidial utilizada para a expressdo da proteina
adiciona a VTDCE recombinante (rVTDCE) a proteina de fusdo tioredoxina, o que
reduz a sua atividade enzimética e antimicrobiana. O objetivo do trabalho foi clonar a
ORF, expressar e purificar a rVTDCE sem a proteina de fusdo. A expressdo da rVTDCE
ndo fusionada permite a realizagdo de nova andlises para melhor definir funcdo desta
molécula. Metodologia: A sequéncia codificadora da VTDCE previamente clonada em
pPGEM-T foi utilizada como molde. Primers especificos foram utilizados para amplificar
a sequéncia da VTDCE. O amplicom foi ligado ao vetor de expressdo pET43a e E. coli
XL1-Blue foi transformada com a construcdo. Foi realizada a extracdo do DNA
plasmidial e os plasmideos submetidos a PCR, hidrélise com enzimas de restricdo e
sequenciamento para confirmar a identidade da clonagem. Para determinar em quais
cepas e condicdes ocorre a melhor expressdo da proteina recombinante, testes de
expressdo foram realizados com dez cepas de E. coli. A andlise da expressdo foi
realizada através de SDS-PAGE e western blot de amostras incubadas 2, 4 ou 16 horas
apos inducdo com 1mM de IPTG a 37 ou 25° C. Apos selecionar a melhor condicdo, a
proteina foi expressa em maior escala para purificacdo da proteina recombinante através
de cromatografia de afinidade a metais imobilizados. Resultados: A sequéncia da
VTDCE clonada em pET43a foi expressa em E. coli BL21(DE3) RP e BL21(DE3)
PLys E. A proteina recombinante foi reconhecida por anticorpo monoclonal anti-cauda
de histidina e soro de coelho anti-VTDCE nativa. A E. coli BL21(DE3) RP foi
escolhida para expressdao em larga escala e purificacdo. A rVTDCE purificada foi eluida
com 200 mM de imidazol. Novos testes de expressdo estdo sendo feitos com o intuito
de otimizar a expressdo da VTDCE para a realizacdo de ensaios que elucidem o
funcionamento desta molécula.
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