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Objetivos

O presente trabalho de pesquisa teve como
objetivo produzir, purificar e caracterizar as
enzimas recombinantes old yellow enzymes
dos organismos Leishmania  braziliensis
(LbOYE) e Trypanosoma cruzi (TcOYE) e
estudar a sua estabilidade estrutural em fungao
do pH do meio.

Métodos e Procedimentos

Expressao e purificagdo TcOYE e LbOYE

As proteinas foram expressas em cepas de
bactérias Escherichia coli BL21(DE3) através
da indugao por IPTG. A utilizagdo do vetor
pET28a permitiu a obtengéo das proteinas com
um peptideo de fusdo de 20 aminoacidos (His-
tag) sendo 6 histidinas vicinais, permitindo uma
primeira etapa de purificacdo em coluna por
afinidade ao Niquel. Apos a etapa de captura, a
His-tag foi excisada pela incubagdo com
trombina overnight e foi realizado um passo de
purificagdo por cromatografia de exclusdo por
tamanho preparativa "%

Estudo estrutural das enzimas em solugao

A caracterizagdo estrutural foi realizada por
meio das técnicas dicroismo (CD) e
espectroscopia de emissdo de fluorescéncia
molecular utilizando-se como sonda a emissao
de fluorescéncia do triptofano (Aex = 295 nm).
As proteinas foram colocadas em dialise
overnight contra tampao fosfato 25 mmol L’
variando-se os valores de pH de 58 — 7,8 e
tampao Tris-HCI (pH 8,0) na concentragdo de
25 mmol L. A forca idnica foi mantida em 114
mmol L™ pela adicdo de NaCl. A avaliagdo da

integridade das proteinas foi acompanhada
pela técnica de eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE).

Resultados

Estudo estrutural das enzimas em solugao

A Figura 1 mostra a imagem do gel de SDS-
PAGE da TcOYE incubada nos respectivos
tampdes. Pode-se observar que nao houve
degradagao significativa na estrutura primaria
da proteina e o mesmo comportamento foi
identificado para a LbOYE (dados néao
mostrados).
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Figura 1. Eletroforese em gel de poliacrilamida 12%
(SDS-PAGE) para a proteina TcOYE incubada nos
pH 5,8, 6,3, 6,8, 7,3 e 7,8 em tampao fosfato e pH
8,0 em tampéao Tris-HCI.

A Figura 2 mostra a andlise de CD da TcOYE
que foi utilizada para estudar a estrutura
secundaria da proteina. Nao foram observadas
mudancgas significativas relativas a estrutura
secundaria na faixa de pH estudado para a
TcOYE (Fig. 2) ou LbOYE (dados néo
mostrados).
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Figura 2. Espectro de CD da enzima TcOYE em

tampéo fosfato pH 5,8, 6,3, 6,8, 7,3 e 7,8 e pH 8,0

em tampao Tris-HCI.

Os experimentos de emissado de fluorescéncia
revelaram a variagdo do centro de massa
espectral para ambas as enzimas, sugerindo
mudancas no ambiente quimico da sonda o
amino &acido triptofano. A Figura 3 mostra a
analise de fluorescéncia da LbOYE.
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Figura 3. Analise de fluorescéncia da LbOYE a 298
K nos valores de pH 5,8-8,0. A. Espectro de de
fluorescéncia da LbOYE nos pHs estudados. B.
Normalizacdo do espectro de fluorescéncia. C.
Grafico duplo y para comprimento de onda maximo e
centro de massa espectral em fungdo do pH. Em
preto, esta representado o centro de massa em
fungdo do pH e em azul o comprimento de onda
maximo em fungéo do pH.

A Figura 4 mostra a analise de fluorescéncia da
TcOYE.
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Figura 4. Analise de fluorescéncia da TcOYE a 25 °C
nos valores de pH 5,8, 6,3, 6,8, 7,3 e 7,8 em tamp&o
fosfato e pH 8 em tampéao Tris-HCI. A. Espectro de
de fluorescéncia da TcOYE nos pHs estudados. B.
Normalizagdo do espectro de fluorescéncia da
TcOYE nos pHs estudados. C. Grafico duplo y para
comprimento de onda maximo e centro de massa
espectral em fungdo do pH. Em preto, esta
representado o centro de massa em fungdo do pH e
em azul o comprimento de onda maximo em fungao
do pH.

Conclusoes

De forma geral, os resultados indicam que as
enzimas nao sofreram mudangas estruturais
significativas ou degradagao nos pHs testados.
No entanto, os experimentos de fluorescéncia
devido ao deslocamento do centro de massa
espectral indicam possiveis mudangas no
ambiente quimico dos aminoacidos triptofano
presentes em ambas as proteinas.
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