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Introducao
Resultados

Ureases (E.C. 3.5.1.5) sdo metaloenzimas dependentes de niquel, que estao
SDS-PAGE 15% Jaburetox-2EC e Jaburetox-V5

envolvidas na biodisponibilidade de nitrogénio e em mecanismos de defesa contra
predadores e patdogenos em plantas.

Nosso grupo descreveu a atividade inseticida da Canatoxina, uma isoforma da Analise em SDS-PAGE 15% do Jaburetox-2Ec uma semana apos a dialise
urease de Canavalia ensiformes. Essa toxicidade depende da liberacao de um
peptideo interno de 10 kDa (pepcanatox) liberado pela hidrélise da proteina por

enzimas digestivas do tipo-catepsinas encontradas no sistema digestivo de insetos
Fig. 1 MM. Marcador de peso molecular

suscetiveis. Baseado no sequéncia N-terminal do pepcanatox um fragmento de % 1. Armazenamento & 4°C em Tamp&o de Urease pH
_ e D - i G- 7,5. 2. Armazenamento a -20 °C emTampao de Urease
270 pb correspondente ao pepcanatox (Jaburetox-2Ec) foi clonado e expresso A 3. Armazenamento a 4°C em NaPb pH 7,5.
. . . . . . ) o v v 4. Armazenamento & -20 °C em NaPb 20 mM pH 7, 5
em Escherichia coli .A fim de retirar o epitopo V5 da sequéncia do peptideo, B L pp——— 5. Armazenamento a 4°C em NaPb 20mM pH 7,5.
a . . . | ' 6. Armazenamento a -20 °C em NaPb 20mM pH 6, 5
sequéncia de DNA do jaburetox-2Ec foi reamplificado por PCR, clonado em | 7. Armazenamento & 4°C em NaPb 200 mM pH 7.5.

, ~ : 8. Armazena to a-20 °C em NaPb 200 mM pH 7, 5
plasmideo pET23a, obtendo a expressao do jaburetox, contendo apenas cauda de fmazenamen e mM p

histidina (Jaburetox-V5). Nosso grupo descreveu propriedades biolégicas que sao
iIndependentes da atividade ureolitica, como agregacao plaguetaria e atividade
entomotoxica, sendo que muitas dessas propriedades sado modificadas durante a
Analise em SDS-PAGE 15% do Jaburetox-V5 uma semana apds a dialise

estocagem dos peptideos. Sendo muito importante estudos para analisar o

comportamento desses peptideos quando armazenados em solucido durante um

periodo prolongado. MM 1 2 3 4 5 6 7 8
Objetivo
- , : Fig. 2 MM. Marcador de peso molecular
Estudar e comparar a estabilidade dos peptideos recombinates Jaburetox-2Ec e 1. Armazenamento & 4°C em Tamp3o de Urease pH
Jaburetox-V5 sob condictes diferentes de armazenamento, tampdes e pHs. ;fl"? g Armazenamento a -20 °C emTampao de Urease
3. Armazenamento a 4°C em NaPb pH 7,5.
/ 4. Armazenamento a -20 °C em NaPb 20 mM pH 7, 5
o ) 5. Armazenamento a 4°C em NaPb 20mM pH 6,5.
Materials e metodos 6. Armazenamento & -20 °C em NaPb 20mM pH 6, 5
7. Armazenamento a 4°C em NaPb 200 mM pH 7,5.
‘ wu e 8. Armazenamento & -20 °C em NaPb 200 mM pH 7, 5

Expressao em E. col

Analise em SDS-PAGE 15% do Jaburetox-2Ec trés semanas apos a dialise

Inducao IPTG 0,5 M por 2 horas

Fig. 3 MM. Marcador de peso molecular
1. Armazenamento a 4°C em Tampao de Urease pH 7,5.
/ 2. Armazenamento a -20 °C em Tampéao de Urease pH7,5.
3.Armazenamento a 4°C em NaPb 20 mM pH 7,5.
. 4. Armazenamento a -20 °C em NaPb 20 MM pH 7, 5
- / 5. Armazenamento a 4°C em NaPb 20mM pH 6,5.
| 6. Armazenamento a -20 °C em NaPb 20mM pH 6, 5
7. Armazenamento a 4°C em NaPb 200 mM pH 7,5.

Purificacao em coluna de afinidade a Ni
8. Armazenamento a -20 °C em NaPb 200 mM pH 7, 5

O ——

Analise em SDS-PAGE 15% do Jaburetox-V5 quatro semanas apos a dialise

Jaburetox-2Ec MM 1 2 3 4 5 6 7 g
Jaburetox-V5

Fig. 4 MM. Marcador de peso molecular

1. Armazenamento a 4°C em Tampao de Urease pH 7,5.

2. Armazenamento a -20 °C emTampéao de Urease pH 7,5
3.Armazenamento a 4°C em NaPb20 mM pH 7,5.

4. Armazenamento a -20 °C em NaPb 20 mM pH 7, 5

5. Armazenamento a 4°C em NaPb 20mM pH 6,5.

6. Armazenamento a -20 °C em NaPb 20mM pH 6, 5

7. Armazenamento a 4°C em NaPb 200 mM pH 7,5.

8. 4. Armazenamento a -20 °C em NaPb 200 mM pH 7, 5

Estocagem Tampao de
Estocagem NaPb Urease ( NaPb 20 mM,

200mM em pH 7, 5 EDTA1mM e 5mM -
mercaptoetanol) pH 7,5

Estocagem NaPb
20mM em
pH7,5epH 6,5

Conclusoes

=» Através desse trabalho foi possivel analisar a estabilidade dos peptideos
Jaburetox-2Ec e Jaburetox-V5 frente Tampao de urease, NaPb 20mM pH 7,5
e 6,5 e NaPb 200mM pH 7,5.

== Os diferentes tipos de tampdes e pHs influenciaram na agregacao dos

peptideos, sendo que aparentemente a -20°C em menor concentracao de

sal ha diminuicao na agregacao dos peptideos.

Analise estabilidade peptideos
por SDS-PAGE a 15%
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