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Objetivos

Produzir e obter a proteina recombinante
HSP701A_NBD de forma enovelada e
purificada, assim como avaliar a estabilidade
térmica e quimica desta construgao proteica
na presenga de diferentes ions e o
comportamento da estrutura terciaria local da
mesma em diferentes condicdes e na
presenga de nucleotideos de ATP e ADP.
Avaliar a atividade ATPasica desta construcao
proteica na presenga de calcio e magnésio.

Materiais e Métodos
Foi realizada a técnica de expressao e indugao
da construcao proteica HSP701A_NBD, a partir
do plasmideo pET28a::HSPA1A NBD,
transformando cepas bacterianas de E. coli
BL21(DE3). Posteriormente foram realizadas
as etapas de lise celular e purificagdo da
proteina recombinante, em duas etapas
cromatograficas: cromatografia por afinidade
de ions Ni** e cromatografia preparativa por
exclusdo por tamanho (pSEC). Em seguida, as
amostras proteicas foram monitoradas e
quantificadas a partr do método de
espectroscopia de absorgdo molecular e
SDS-PAGE. Também  foram  realizados
experimentos de caracterizagdo biofisica e
bioquimica, como fluorescéncia intrinseca do

triptofano, ensaios de estabilidade térmica
acompanhado por espectropolarimetria de
dicroismo circular e atividade ATPasica.

Resultados

Foi possivel observar por meio pSEC e
SDS-PAGE que a HSP701A_NBD foi obtida de
forma enovelada e purificada e se manteve
estavel mesmo apds congelamento e
liofilizacdo. Foi observado o fenbmeno de
supressdo de fluorescéncia na presenga de
célcio e magnésio e dos nucleotideos ADP e
ATP, a partir do método de fluorescéncia
intrinseca do triptofano.

Foi realizado um ensaio de estabilidade térmica
acompanhado por CD, sendo visualizado um
aumento da estabilidade térmica desta
construcéo proteica na presenga de calcio, no
entanto ndo foi observado o mesmo para o
magnésio. Finalmente, foi realizado um ensaio
de atividade ATPasica a partir da hidrolise do
nucleotideo ATP em ADP e Pi, monitorado pelo
Varioskan, no qual foi possivel analisar uma
maior atividade ATPasica da proteina
recombinante na presenga de calcio em
relacdo ao magnésio.

Figura 1: Cromatografia de exclusdo molecular por tamanho da
proteina HSP701A_NBD.
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Fonte: Autoria propria.

Figura 2:Curva de atividade ATPasica da HSP701A_NBD na
presenga de calcio e magnésio.

0.7 |- ["w Hsp701A_NBD + CaCl, 1
® Hsp701A_NBD + MgCl,| m
-

o
&)
T

2
o
T

o
e
T

Pi Released (uM.min™")
@
T

o
o

)

00 . L s L L L
0 100 200 300 400 500

[ATP] (M)

Fonte: Autoria prépria

Figura 3: Curva de desenovelamento térmico da
construgao proteica HSP701A_NBD acompanhada por CD
em 222 nm.
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Conclusoes

A proteina HSP701A_NBD suportou
congelamento e liofiizagdo e foi obtida de
forma purificada e enovelada, além disso foi

possivel observar o fendbmeno de supressao de
fluorescéncia para os ions Ca?', Mg® e
nucleotideos de adenosina ADP e ATP, como
também ficou evidente um aumento da
estabilidade térmica e da T,, na presenca de
calcio. Foi observado uma maior atividade
ATPasica na presenga de calcio em relagao ao
magnésio.
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