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Introducao

A “peste bubdnica” foi responsavel por trés
grandes surtos devastadores ao longo da histéria e
ainda hoje permanece endémica em muitos locais.
Seu agente etiologico é a bactéria Y. pestis,
transmitida normalmente por picada de pulgas
infectadas.” A Y. pestis possui alguns mecanismos
que favorecem a infeccdo no hospedeiro. Dentre
estes, 0 mais fortemente associado a viruléncia da
Yersinia € a presenga da protease plasmina (Pla),
uma proteina de membrana externa que pertence a
familia das omptinas e possibilita a invasdo da
célula do hospedeiro  associando-se  ao
plasminogénio humano. Um caminho para impedir a
invasdo da Y. pestis nas células humanas ¢é
interferir na interacdo da Pla com o plasminogénio
humano. Este trabalho teve como objetivo a
expressdo, purificacdo e andlise por dicroismo
circular (CD) da Pla. A partir da obtencdo da Pla
purificada e com seu enovelamento correto,
poderao ser feitos os estudos da sua interacao com
o plasminogénio humano por RMN.

Resultados e Discussao

O crescimento bacteriano e a expressao da Pla
foram feitos a 37 °C seguindo o protocolo usado
para expressao de proteinas em E. coli. Apds os
procedimentos de lise da parede bacteriana,
extracdo dos corpos de inclusdo e reenovelamento,
a proteina foi purificada em coluna Ni-NTA e eluida
com 200 mM de imidazol. O acompanhamento das
etapas de expressao, reenovelamento e purificagcao
foi feito por eletroforese SDS-PAGE 15%. Foram
observadas duas bandas na regidao de 34 KDa,
indicando haver uma mistura da Pla nas formas
enovelada e desenovelada. A Pla purificada foi
submetida a dialise em tampéao tris 10 mM, pH 8,0 e
neste mesmo tampao com 2,5 mM e 10 mM de Dod
(N-Dodecil-N,NDimetil-3-amébnio-1- propanosulfato),
com e sem a adicdao de NaCl. Apés a didlise, as
amostras foram analisadas por CD. Os espectros de
CD mostram uma banda negativa na regiao entre
220 nm e 230 nm indicativa de folha-B,
caracteristica da Pla.® Contudo, a auséncia de
bandas positivas em torno de 200 nm indica a
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presenca de proteina desenovelada .
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Figura 1. Espectros de CD da Pla em tampao tris
10 mM pH 8,0. Linhas pontilhadas: com 50 mM de
NaCl, Linhas continuas: sem NaCl. Vermelho: sem
detergente. Azul: com 2,5 mM de Dod. Verde: com
10 mM de Dod.

O maior grau de enovelamento da Pla foi
observado para a amostra dialisada na auséncia de
detergente (Dod) e com 50 mM de NaCl.

Conclusoes

ApOs os testes de expressao, lise e purificacao,
foram estabelecidas as condicées necessarias para
a obtencdo da Pla pura. Com a analise dos
espectros de CD, foi possivel verificar que a Pla
adquire um enovelamento mais préximo do
esperado na auséncia do detergente, o que difere
do comportamento observado para as omptinas.
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