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Objetivos

O objetivo desse trabalho foi a expresséo e
purificacdo dos mutantes truncados da proteina
humana Hsp70-escort protein 1 (hHep1) com
as regides N- ou C-terminais deletados, como
apresentado na Figura 1. Essa co-chaperona é
eficaz na prevencdo da agregacao térmica das
HSPAs (HSPA9 e HSPA1A), bem como
estimulando sua atividade ATPase. Entdo, a
fim de avaliar quais extremidades possuem
papel essencial em relacdo a proteina hHep1
completa, essa caracterizagdo se faz
necessaria. As proteinas que foram expressas
e purificadas sdo a hHep1Amts, hHep1-Ndel e
hHep1-Cdel.
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Figura 1. Diagrama esquematizando as regibes da
hHep1 mantidas nos construtos hHep1Amts, hHep1-
Ndel e hHep1-Cdel.

Métodos e Procedimentos

As construgdes das proteinas recombinantes
foram produzidas pelos vetores de expressdo
pET28a::hHep1Amts, pET28a::hHep1-Ndel e
pET28a::hHep1-Cdel na cepa de Escherichia
coli BL21. As células competentes foram

transformadas com os respectivos vetores em
meio contendo canamicina (50 pg.mL') e
submetidas a indugdo com IPTG a 30 °C e 200
rom por 4 h. O pellet obtido no processo de
inducao foi ressuspenso no tampao de lise (pH
8,0; 8,55 para hHep1-Cdel) e lisado por
sonicagdo. A fragdo soluvel foi separada por
centrifugacdo e em seguida clarificada por
filtragao utilizando membrana com poro de 0,45
pm. O vetor pET28a codifica no N-terminal uma
sequéncia de 20 aminoacidos (His-Tag)
contendo uma sequéncia de 6 His vicinais e um
sitio para a enzima trombina. A His-tag facilita a
purificacdo da proteina recombinante por
cromatografia de afinidade. Portanto, a fragéo
filtrada foi aplicada em uma coluna de afinidade
ao niquel HiTrap Chelating HP 5 mL equilibrada
em tampéo A com 20 mM de imidazol (pH 7,4;
8,5 para hHep1-Cdel). Apds a obtencao das
proteinas purificadas, a His-tag foi removida
pela enzima trombina em dialise em tampao
TKP (pH 7,4; 8,5 para hHep1-Cdel) e as
proteinas foram novamente submetidas a uma
cromatografia de afinidade em tampao A sem
imidazol (pH 7,4; 8,5 para hHep1-Cdel). Em
seguida, foram purificadas por cromatografia de
exclusao por tamanho preparativa na coluna
HiLoad Superdex 75 16/60, equilibrada com
TKP (pH 7.,4; 8,0 para hHep1-Cdel). A amostra
obtida foi dialisada para troca de pH em TKP
(pH 7,4). Durante todas as etapas foram
coletadas amostras para avalia-las por SDS-
PAGE, em tampéao Tris/Tricina e gel de
poliacrilamida 12%.
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Como resultados apresentamos na Figura 2A a
avaliagao por SDS-PAGE das concentragdes
de IPTG que foram utilizadas (0,2 uM e 0,4
uM) para induzir a expressdo dos mutantes. A
concentragdo que obteve um maior rendimento
foi de 0,4 uM, em que todos os mutantes foram
obtidos em uma maior quantidade na sua
forma soluvel. Na Figura 2B (hHep1Amts), 2C
(hHep1-Ndel) e 2D (hHep1-Cdel) temos a
analise do padrdo de bandas por SDS-PAGE
das amostras eluidas e coletadas em cada
etapa da purificagdo. Podemos observar em
todos os géis que os mutantes foram
purificados e, como apresentado na caneleta
(S), obtidos em sua forma soluvel no lisado
celular. Além disso, no perfil (T) que
corresponde a amostra coletada apdés o
periodo de incubagdo com a enzima trombina,
temos uma diminuicdo de massa da banda de
interesse, a qual corresponde a clivagem da
His-tag, equivalente a cerca de 2 kDa.
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Figura 2: Perfil proteico das etapas de purificagéo
por SDS-PAGE (M) marcador de peso molecular;
(NI) células nédo induzidas; (1) células induzidas; (S)
sobrenadante apos centrifugacao; (A2) fragao eluida
em 500 mM de imidazol na 1° cromatografia de
afinidade; (GF) fragédo obtida na cromatografia de
exclusao por tamanho preparativa; (T) fragdo apos
didlise na presencga de trombina para clivagem da
His-Tag. Nas figuras 1C e 1D duas bandas a mais
referentes a (TA) flowthrough eluido em tampé&o 0
mM na 2° cromatografia de afinidade ao niquel; (B2)
fracdo eluida em 75 mM de imidazol na 2°
cromatografia de afinidade ao niquel.

Além disso, como pode ser visto na Figura 3,
obtivemos a purificagdo dos mutantes
truncados, em que todos foram purificados nos
estados soluveis e monoméricos, conforme
atestado por cromatografia de exclusdo por
tamanho preparativa. O primeiro  pico
representa contaminantes que eluiram no
volume morto da coluna. As proteinas

recombinantes representam o segundo pico do
cromatograma. Vale ressaltar que a purificagéo
da hHep1-Cdel foi realizada em condigdes
diferentes dos outros mutantes.
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Figura 3: perfil da cromatografia de exclusédo por
tamanho dos mutantes. Em preto temos o mutante
hHep1-Cdel; vermelho hHep1-Ndel; azul hHep1
Amts.

Conclusoes

Neste trabalho, concluimos que a concentragao
ideal para a indugdo da expressdo dos
mutantes truncados da hHep1 é de 0,4 uM de
IPTG a 30 °C e 200 rpm por 4 h. Além disso, foi
possivel realizar a purificagcdo das trés
proteinas recombinantes hHep1Amts, hHep1-
Ndel e hHep1-Cdel, em que foram obtidas em
seus estados soluveis e monomeéricas.
Salientamos que ainda existem certas
condicbes a serem aprimoradas, visando um
maior rendimento dessas purificagdes, como a
utilizacdo de banho a 4 °C durante a
cromatografia de exclusdo por tamanho, para
garantir que ndo haja degradacao durante esse
processo. Ademais, faz-se necessario testes
com diferentes pH para a purificagcdo do
mutante hHep1-Cdel, a fim de obter maior
estabilidade da proteina, bem como evitar uma
possivel degradacgao.
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