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Ureases sé@o enzimas dependentes de niquel que catalisam a hidrolise | Eivllagilnggm USDA 110 -
de uréia em NH, e CO,, sendo sintetizadas por plantas, fungos e bactérias. Foi R o o o % ;
proposto que, em plantas, além de atuarem na reciclagem de nitrogénio, as [ 15 dias ODgoonm 1,414 9 &

ureases tém papel na germinacao de sementes e na defesa contra patégenos.
Em fungos e bactérias, as ureases atuam como um fator de patogenicidade ou
viruléncia, contribuindo para a sobrevivéncia do patégeno, e também

Plasma rico Citrato de sodio
em plaquetas | 0.313% (v/v)

Extrato bruto Lise das células
por ultrassom

permitindo o uso de uréia como fonte de nitrogénio. Em plantas e fungos, as ' - - .4

. ’ A . FoCa anioniCa
ureases consistem em trimeros ou hexameros formados por uma subunidade Q-Sepharose | Equilibrio 150mM NaCl Plaquetas
de 90 kDa, enquanto que as enzimas bacterianas sdo complexos com 2 ou 3 Gradiente 200mM, 300mM e 500mM NaCl

subunidades. A insercao de dois atomos de Ni no sitio ativo requer pelo menos J 4
trés proteinas acessorias, UreG, UreF e UreG em bacterias, ou seus ortologos 2 al

em plantas e fungos. No solo, ureases sdo encontradas em microrganismos, Source-Q | Eauilibrio 100mM Nacl
raizes de plantas e ligadas a compostos organicos e inorganicos. [ FPLC (]
Bradyrhizobium japonicum € uma bactéria do solo que forma nodulos nas
raizes da soja para a fixacao de nitrogénio. Esta bactéria produz urease, e seu
papel na sinalizacao, tanto para a planta de soja como para outros organismos

Troca anionica Urease de
BJU

B. japonicum

Fenol nitroprussiato 570nm

Quantificacdo | Bradford 595nm
1 U = ymol/min/mg

Trasmitancia

na rizosfera, ainda n&o foi investigada. [ | '
O presente trabalho visa obter um protocolo de purificacdo e SDS.Page | 10% Agregacao
caracterizar a urease nativa de Bradyrhizobium japonicum. J 5 pg proteina plaquetéaria
e e M NR 3Q 5Q S
Purificacao - | 3Q 5Q BSA
Atividade Enzimatica T ; "
0,8 90 kDa —> i .- -
- & b Figura 4: Dot-blot com fragcbes da Q-Sepharose, utilizando
60 kDa — S . anticorpo anti-HPU (urease de Helicobacter pylori, cadeia f3).
0,6 50 kDa —> ‘¥ - ' 3Q: fracdo eluida com 300mM, 5Q: fracdo eluida com
20 kDa — | w» - 500mM, BSA: albumina de soro bovino (controle negativo).
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Figura 3: Gel de poliacrilamida com as fra¢cdes com maior atividade. M: marcador de
peso molecular, NR: ndo retido, 3Q: fracdo eluida com 300mM na Q-Sepharose, 5Q:
fracdo eluida com 500mM na Q-sepharose, S: fracdo eluida na Source-Q.
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Figura 1: Atividade especifica das fragdes eluidas da Q-Sepharose. A fragdo contendo proteinas a) | b)
eluidas com 300 mM de NaCl foi submetida a Source-Q. R |
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0,10 - ’ I Figura 5: Agregacap plaquetaria induzida por (a) colageno (controle positivo), e por (b)
] / - 0,2 urease de B. japonicum.
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| K L/; Tabela 1: Tabela de purificag&o.
0,00 ; | . , ] , ; 0,0 ,
0 10 20 30 40 Fracoes Proteina Proteina Atividade Rendimento Indice de
V(mL) ¢ (mg/mL) total Especifica (U) % Purificacao
Flgura~2: Ahwdadg espgqﬂca das fra’g(?es eluidas da Source 15-Q. O retangulo vermelho compreende Extrato bruto 224 336 0005 100 1
as fragdes com maior atividade especifica.
Q-Sepharose 0,067 2,013 0,708 0,6 141,8
Source-Q 0,103 0,103 3,698 0,03 131

4.CONCLUSAO

O protocolo de purificacdo apresentado resultou em um indice de
purificacdo de 731X com 0,03% de recuperacao da atividade enzimatica.
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9.PERSPECTIVAS

Aprimorar o protocolo de purificagdo para posterior caracterizagao
fisico-quimica e cinética da urease de B. japonicum.
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