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INTRODUGAO

O sistema renina angiotensina (SRA) é
reconhecido como um importante regulador
da pressao arterial e da homeostase
eletrolitica renal. Este € um sistema que
influenciam o  funcionamento renal,
neuronal, cardiaco, pancreatico, vascular,
adrenal, pituitario, cognitivo, inflamatoério e
reprodutivo. A Enzima Conversora de
Angiotensina (ACE) ¢é classificada como
uma metaloprotease dependente de zinco,
responsavel por catalisar a hidrélise de
peptideos como Ang | e bradicinina (BK).
Para ela, foram descritas duas isoformas: a
somatica (SECA) e a testicular (tECA) [1]. E
constituida por duas cadeias de
polipeptideos, as quais possuem 60% de
homologia e sdo denominadas C-dominio e
N-dominio e possuem sitios cataliticos com
agbes distintas. Como a sECA tem uma
funcdo chave nesse sistema, é de grande
relevancia o estudo da atividade de
clivagem de seus sitios cataliticos,
considerando as especificidades de cada
dominio. Em trabalhos anteriores deste
laboratorio, o sitio catalitico da regido C-
dominio da sACE foi obtido, com estrutura e
atividade avaliadas. Portanto, a obtencgéo
do sitio catalitico da regido N-dominio é
fundamental no estudo da funcionalidade
comparativa entre os dois sitios, a partir do
qual podera ser avaliada a utilizagdo deles
como ferramentas de inibicdo ou clivagem
em futuras aplicagdes na clinica médica.
Este trabalho visa avaliar as caracteristicas
fisicas quimicas do sitio catalitico da
enzima ACE, regidao N-dominio, (aqui
denominado csACEnN) expressa em sistema
bacteriano.
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OBJETIVO

e Caracterizagao do sitio catalitico por peso
molecular e imunologico;

e Avaliagdo da acao de diferentes solugdes
tampbes na clivagem da pré-proteina, a
saber- ¢cs-ACEn ligada a uma sequéncia de
elastina;

METODOLOGIA

Expressao da proteina recombinante: A
expressdo da csACEn recombinante foi
feita com a adigcdo de 0,5 mM de IPTG
(isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside). O
periodo de ativacao foi de 20 h [3].
Precipitagcdo e isolamento da csACEn
Foram utilizados as solugdes de 0,57M (A)
e de 0,8M (B) de (Nh4)2SO4.

Clivagem da proteina: Esta foi feita em
Tris 20mM, pH 6.8 ou fosfato de sodio
20mM, pH 6.0

Eletroforese em gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE): As andlises de todas as
etapas do processo foram realizadas por
meio de eletroforese em gel de
poliacrilamida SDS-PAGE [2].

Dot blotting: Para esta analise utilizou-se o
protocolo descrito em Carvalho et. al., 2014.

RESULTADOS

No inicio deste trabalho foram feitos
experimentos nas temperaturas de 18°C e
25°C, sem expressdo da proteina (dados
nao mostrados). Os resultados obtidos com
a temepratura de 37°C foram bastante
expressivos. Nas analises em SDS-PAGE,
Fig. 1, pode-se observar a proteina na linha



10. Nesta figura, pode ser observado que o
pelete resultante da amostra da linha 11
contém contaminante especifico, que
confirma a clivagem desta da proteina de
interesse.
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Fig 1 Analse em SDS-PAGE d
experimento de isolamento e clivagem.
Linhas: 1), sobrenadante do sonicado
filtrado; 2) e 3), wash 1 com 0,57M e 0,8M
de (Nhy),SO4, respectivamente; 4) e 5)
wash 2 com 0.8 M (Nh4),SOy4; 6) csACEn
em tris pH 6.8; 7) pellet; 8) csACEn em
fosfato de sodio pH 6.0; 9) pellet; 10)
csACEn em tris pH 6.8; 11) pellet; 12)
csACEn em fosfato de sédio pH 6.0; 13)
pellet; e 14 - csACEn em tris pH 6.8

Para confirmar a presenga da csACEn nas
amostras  obtidas nas etapas do
experimento de isolamento e clivagem, esta
foram submentidas ao ensaio imunolégico-
Dot blotting. Neste pode ser observado que
a proteina de estudo estd presente em
quase todas as amostras, com excec¢éo da
amostra BF.

f N

o, |

AF AFP BT BTP BF BFPF BT

Fig. 2: Andlise das amostras por dot blotting
utilizando anticorpo anti-ACE. Linhas: 1 —
sobrenadante do sonicado filtrado; 2A e 2B-
wash 1 com 0,57M e 0.8 M de (Nh4),SOy; 3A
e 3B — wash 2 com 0.8 M (Nh4),SOy4; AT —
csACEn em tris pH 6.8; ATP — pellet; AF -
¢csACEn em fosfato de sodio pH 6.0; AFP —
pellet; BT — csACEn em tris pH 6.8; BTP —

pellet; BF — csACEn em fosfato de sddio pH
6.0; BFP— pellet; BT- csACEn em tris pH 6.8

As amostras obtidas nos protocolos A ¢ B
foram analisadas pelos métodos de SDS-
PAGE e Dot Blotting, nos quais se pode
observar que o método de A possibilitou a
obtencédo da proteina de interesse. Nestes
dois protocolos de isolamento pode-se
observar a presenga de cs-ACEn, embora a
amostra se encontre ainda com muitas
impurezas, a proteina de interesse esta
presente e na forma soluve

Quanto a ativagdo sob temperaturas mais
altas, esta foi mais eficiente na expresséao
da csACEn, pois esta & mais adequada
para a expressédo em E. coli.

CONCLUSOES

O processo de ativacdo a uma temperatura
maior foi mais produtiva para a expressio
da cs-ACEn; O processo de isolamento
ainda nao foi definido, pois ainda ha
proteina csACEn na amostra de lavagem. A
csACEnN foi obtida na sua forma soluvel e
praticamente pura apdés a etapa de
clivagem no tampdo Tris, embora a
clivagem ainda nao é totalmente efetiva.
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