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Objetivos
Produzir e obter a proteína recombinante
HSP701A_NBD de forma enovelada e
purificada, assim como avaliar a estabilidade
térmica e química desta construção proteica
na presença de diferentes íons e o
comportamento da estrutura terciária local da
mesma em diferentes condições e na
presença de nucleotídeos de ATP e ADP.
Avaliar a atividade ATPásica desta construção
proteica na presença de cálcio e magnésio.

Materiais e Métodos
Foi realizada a técnica de expressão e indução
da construção proteica HSP701A_NBD, a partir
do plasmídeo pET28a::HSPA1A_NBD,
transformando cepas bacterianas de E. coli
BL21(DE3). Posteriormente foram realizadas
as etapas de lise celular e purificação da
proteína recombinante, em duas etapas
cromatográficas: cromatografia por afinidade
de íons Ni2+ e cromatografia preparativa por
exclusão por tamanho (pSEC). Em seguida, as
amostras proteicas foram monitoradas e
quantificadas a partir do método de
espectroscopia de absorção molecular e
SDS-PAGE. Também foram realizados
experimentos de caracterização biofísica e
bioquímica, como fluorescência intrínseca do

triptofano, ensaios de estabilidade térmica
acompanhado por espectropolarimetria de
dicroísmo circular e atividade ATPásica.

Resultados
Foi possível observar por meio pSEC e

SDS-PAGE que a HSP701A_NBD foi obtida de
forma enovelada e purificada e se manteve
estável mesmo após congelamento e
liofilização. Foi observado o fenômeno de
supressão de fluorescência na presença de
cálcio e magnésio e dos nucleotídeos ADP e
ATP, a partir do método de fluorescência
intrínseca do triptofano.

Foi realizado um ensaio de estabilidade térmica
acompanhado por CD, sendo visualizado um
aumento da estabilidade térmica desta
construção proteica na presença de cálcio, no
entanto não foi observado o mesmo para o
magnésio. Finalmente, foi realizado um ensaio
de atividade ATPásica a partir da hidrólise do
nucleotídeo ATP em ADP e Pi, monitorado pelo
Varioskan, no qual foi possível analisar uma
maior atividade ATPásica da proteína
recombinante na presença de cálcio em
relação ao magnésio.
Figura 1: Cromatografia de exclusão molecular por tamanho da

proteína HSP701A_NBD.



Fonte: Autoria própria.

Figura 2:Curva de atividade ATPásica da HSP701A_NBD na
presença de cálcio e magnésio.

Fonte: Autoria própria

Figura 3: Curva de desenovelamento térmico da
construção proteica HSP701A_NBD acompanhada por CD

em 222 nm.

Fonte: Autoria própria.

Conclusões
A proteína HSP701A_NBD suportou
congelamento e liofilização e foi obtida de
forma purificada e enovelada, além disso foi

possível observar o fenômeno de supressão de
fluorescência para os íons Ca2+, Mg2+ e
nucleotídeos de adenosina ADP e ATP, como
também ficou evidente um aumento da
estabilidade térmica e da Tm na presença de
cálcio. Foi observado uma maior atividade
ATPásica na presença de cálcio em relação ao
magnésio.
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