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INTRODUCAO

As bactérias Escherichia coli (E. coli) sdo as
hospedeiras mais utilizadas para produzir
proteinas recombinantes, principalmente
pela possibilidade de producdo de proteinas
em grande escala, geralmente resultando
no acumulo de depdsitos de proteinas
insoliveis e inativas, denominadas de
corpos de incluséo (ClIs) [1, 2]. A agregacao
das proteinas como CI é um problema para
a biotecnologia, pois dificulta processos de
renaturacdo na obtencdo de muitas
proteinas de interesse. A utilizacdo da alta
pressdo hidrostatica tem se mostrado muito
eficiente na desagregacéao e renaturagcao de
Cls, possibilitando a obtencédo de proteinas
solaveis e bioativas [3]. Foram utilizados os
Cis da proteina produto do gene XAC3272
de Xanthomonas axonopodis pv citri, uma
bactéria causadora do cancro citrico em
uma variedade de hospedeiros, de
interesse econdmico, como laranjas.

OBJETIVO

Estudar o processo de renaturacdo da
proteina de Xanthomonas axonopodis pv
citri — gene XAC 3272, produzida como Cls
em E. coli, utlizando altas pressoes
hidrostaticas.

METODOLOGIA

Foi realizada a expressdao da proteina
produto do gene XAC3272 e os Cls foram
lavados utilizando-se metodologia
previamente descrita [3].

Com a finalidade de obtencdo de
renaturacdo da proteina, amostras de
suspensodes de Cls foram submetidas a 2,4
kbar (16 horas), seguido de descompressao
para pressdo atmosférica, com adicdo de
diferentes  aditivos no tampdo de
renaturacdo. Apos a selecdo do melhor
aditivo na renaturacdo sob pressao,
diferentes métodos de compressdo e
descompressao foram testados utilizando
suspensdes dos Cls da proteina, com o
objetivo de proporcionar niveis ideais de
pressdo para favorecer a renaturagdo da
proteina.

Os sobrenadantes das amostras
submetidas a pressdo foram dialisados e
congelados para posterior analise em
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE).

RESULTADOS

Utilizando diferentes métodos de
compressdo e descompressdo, a pressao
gue se mostrou 6tima para a dissociacdo
dos Cls de XAC3272 é 2,4 kbar (1,5 hora),
porém a renaturacdo da proteina acontece
em 0,8 kbar (16 horas) e descompressao
até a pressdo atmosférica, obtendo 75% de
rendimento de renaturacao (Figura 1).

Como podemos visualizar na Figura 2, a
renaturacao do produto do gene XAC3272 a
partir de Cls submetidos & alta pressao foi
de 9% na auséncia de aditivos. O
aminoécido L-Arginina foi o mais efetivo
entre os aditivos testados, elevando o
rendimento de renaturagcao para 98%.
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Figura 1. Rendimento de solubilizagédo de
amostras soluveis de corpos de inclusédo da
proteina do gene XAC3272 submetidos a
diferentes esquemas de compressdo e
descompressao. 1. 2,4 kbar (1,5 h) -
descomp. direta para pressao atm (16 h); 2.
2,4 kbar (16 h) — descomp. direta para
pressdo atm; 3. 2,4 kbar (1,5 h) — descomp.
em degraus até pressdo atm (16 h); 4, 5 e
6. 2,4 kbar (1,5 h) — descomp. direta para
0,8, 0,4 e 0,2 kbar respectivamente (16 h) —
descompressao para pressao atm; barra 7.
Incubacdo em pressdo atmosférica. One-
way ANOVA, p < 0,005.
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Figura 2. Rendimento de renaturacdo de
amostras soluveis de Cls submetidos a
pressdo de 2,4 kbar para a selecdo de
diferentes aditivos. 1. NaCl; 2. L-Arginina
sem GdnHCI; 3. L-Arginina com GdnHCI; 4.
Glicose; 5. Sacarose; 6. Peg; 7. Glicerol; 8.
Tween; 9. Triton; 10. Bis-ANS e 11.
Auséncia de aditivo. One-way ANOVA, p <
0,005.

CONCLUSOES

Pela primeira vez foi obtida a renaturacéo
da proteina produto do gene XAC3272. A
associacdo da aplicacdo de alta pressao,
com otimizagdo de esquemas de
descompressao, e presenca de L-Arginina
foi efetiva para a renaturacdo da proteina,
com rendimento de 98% a partir de
suspensodes de Cls.
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