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INTRODUGAO denominados corpos de  inclusdo., As

Alta pressdo & uma ferramenta Otil para
dissociagio de agregados protéicos em
proteinas nativas em uma Unica etapa,
facilitando a preparagdo de proteinas para
estudos estruturais e funcionais [1].
Cruzaina & uma glicoproteina considerada
um fator de wviruléncia do parasito
Trypanosoma cruzi importante na interagao
parasito-hospedeiro [2]. Assim, com o
intuito de obtermos altos niveis de cruzaina
nativa, foram desenvolvidos estudos de
renaturagdo sob pressao desta proteina.

OBJETIVOS

Caracterizar o processo de renaturagao em
alta pressdo da proteina cruzaina expressa
na forma de corpos de incluséo
citoplasmaticos produzidos em Escherichia
coli.

METODOLOGIA

Corpos de  inclusdo  da  cruzaina,
produzidos na linhagem de E. coli BL-21

bandas correspondendo & massa molecular
da cruzaina recombinante podem ser
observadas na figura 1.

Figura 1 = Extratos celulares de £ col contendo o
plasmidea de expressdo pChe¥Tec. 1 M- Marcador de
massa molecular; 2- Expressdo nfo induzida (sem IPTG);
3 Fragao insolivel produzida a 20°C; 4- Fragao insolivel
preduzida a 30°C; 5- Frac8o insolivel produzida a 37°C.

O tratamento por pressfo nos corpos de
inclusdo da cruzaina promoveu uma
reducdo muito efetiva na concentracio dos
mesmos (Figura 2 A e B), indicando que a
alta pressdo hidrostatica foi eficaz na
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(DE3), foram submetidos & agdo da
pressdo (24 kbar por 16 horas) A
magnitude de desagregacio e possiveis
mudangas no tamanho e morfologia dos
corpos de inclusdo submetidos a acdo da
pressdo foi visualizada por microscopia
eletronica de varredura (MEV). A agédo da
cruzaina renaturada sob  pressdo  fo
testada pela atividade enzimatica desta
proteina sobre o peplideo sintético ZFR-
MCA,

RESULTADOS

A cruzaina € expressa majoritariamenta na
farma de precipitados insoliveis

cromatograma apresentado na Fig. 3
podemos cbservar um lnico pico simeétrico
com um tempo de retengdo de 18,5 min,
indicando que a cruzaina esta no estado
monomeérico e apresenta alto grau de
pureza.

| i
I""H. i ..-_-.,_-__4.

-
e

Figura 2. Cromatograma da cruzaina
renaturada em alta pressao

A renaturagao desta proteina em pH 6.0
resultou em uma proteina com atividade
especifica similar & atividade da proteina
nativa. Confirmando que cisteino-

desagregacao de corpos de inclusio desta
proteina.
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Figura 2 - Microscopia eletrénica de varredura (MEV) dos
corpos de inclusdo da cruzaina. O aumento wlilizado foi
de 5000 X. A) corpos de inclusdo e B) fragdo insolivel
dos corpos de inclusdo que foram tratados em alta
pressao mdrostabica.

A cruzaina renaturada em alta pressao foi
caracterizada por exclusdo molecular. Mo
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peptidases como a cruzaina, apresentam
maior atividade em pH acido [3].
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CONCLUSOES

A alta pressdo hidrostatica foi eficaz na
desagregacdo e renaturagao da cruzaina
produzida na forma de corpos de inclusao
citoplasmaticos. Mudangas no pH exercem
um profundo  efeito na atividade a
enzimatica da cruzaina promovendo a
renaturagao desta proteina com atividade
especifica similar & da proteina nativa.

Voltar


http://pelicano.ipen.br/pibic/cd-virtual/2013%20-%20VITAL%20BRAZIL/html/5-ipen.html

