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APRESENTACAO

A obra “As Ciéncias Bioldgicas e a Construcao de Novos Paradigmas de
Conhecimento” consiste de uma série de livros de publicacdo da Atena Editora.
Com nove capitulos o volume | apresenta uma vasta heterogeneidade de conceitos
e aplicacdes nas areas de Biotecnologia, Genética, Saude humana, Educagcao bem
como a importancia das condicbes ambientais que as espécies estdo inseridas.
No cenario atual de mudancas ambientais correntes e avangos tecnoldgicos é
extremamente importante o uso adequado de técnicas em cada area.

O E-Book foi dividido em nove capitulos que abordam estratégicas didaticas
usando praticas em campo para alunos da educacao basica. As aplicacdes
dessas praticas permitem os discentes observar por si préprios novos dominios do
conhecimento incluindo areas com conceitos complexo como em Ecologia. Esse
avanco possibilita a longo prazo que os alunos sejam participativos nas decisdes do
meio em que vivem. O tema sobre Saude humana se encontra em pauta trazendo os
aspectos nutricionais de adolescentes com e sem Sindrome de Down. Discussdes
importantes como obesidade e baixa ingestao de fibras realizada pelos jovens devem
ser elencados para uma educacéao alimentar desde os primeiros anos escolares.

As aplicacbes de técnicas adequadas de Biotecnologia sdo extremamente
importantes para uso de produtos eficazes em diversas areas. Adicionalmente,
analises citogenéticas fornecem informac¢dées que s&o relevantes e direcionar
um correto aconselhamento genético familiar. O livro também traz publicagcbes
que contribui com avangos na area da medicina veterinaria, através da avaliacéao
macroscépica e microscopicamente de lesdes cranioencefalicas de caes e gatos.

Por fim, atividades humanas como construcéo de reservatérios sdo cada vez
mais frequentes em sistemas naturais, desta forma a avaliacdo das condi¢cbes
ambientais da variagao espacial é muito importante para conservacao das espécies.
Os estudos apresentados aqui, em portugués e linguagem acessivel, sdo de extrema
relevancia nas areas destinadas a saude humana, sociais, medicina veterinaria e
relacéo das espécies com ambiente englobando uma série de perguntas intrigantes
e também compreensivel a jovens cientistas.

Excelente leitura!

José Max Barbosa de Oliveira Junior
Lenize Batista Calvao
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CAPITULO 8

OLIGOMERIZACAO DO COMPLEXO FERRITINA-
LIGANTE POR MEIO DA EXPRESSAO E
PURIFICACAO DA FERRITINA DE Corynebacterium

Giovanna Tavares Jeronymo

Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias
Exatas - Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”.Sao José do Rio Preto — SP.

Ricardo Barros Mariutti

Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias
Exatas - Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”.Sao José do Rio Preto — SP.

Thais Caroline Serafim

Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias
Exatas - Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”.Sao José do Rio Preto — SP.

RESUMO: As ferritinas séo proteinas capazes
de armazenar ferro, tornando este biodisponivel
para as células, além de sua importancia
na desintoxicagdo de espécies reativas de
oxigénio.
imprescindivel em varios aspectos relacionados
a bionanotecnologia. Como exemplo disso,
elas estdo relacionadas a biomineralizagcao,

Essas proteinas tem um papel

podendo mineralizar uma série de complexos
metalicos, além da entrega de drogas no interior
da capside da proteina e do desenvolvimento
de vacinas, um papel precursor que pode
ser utilizado em aplicagbes farmacéuticas
e terapéuticas. Por conta das inumeras
aplicacbes da ferritina e pela dificuldade de
purificacdo desta diretamente a partir de culturas
de Corynebacterium pseudotuberculosis, o
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pseudotuberculosis

objetivo foi expressar e purificar a ferritina em
Escherichia coli possibilitando a compreenséo
dos fatores que influenciam a oligomerizacéo/
desoligomerizacédo do oligbmero da ferritina
para aplicacdo nas
bionanotecnologia. Esse procedimento foi

inUmeras areas da

realizado por meio da transformacéo bacteriana
pET28a
subsequente expressao da proteina em larga

utilizando o vetor recombinante,
escala e purificacdo em coluna de afinidade
seguidade cromatografiade exclusao molecular.
As proteinas purificadas foram utilizadas em
ensaios de espalhamento dinamico de luz (DLS)
para testar as condigcbes que influenciam na
oligomerizac&o/desoligomerizacdo da ferritina.
Emrelacdoaosresultados,ascondi¢cdestestadas
(pH, presenca de ferro e EDTA) influenciaram
o raio hidrodindmico da proteina e isso pode
estar relacionado a inducéo da auto-montagem/
desmontagem do oligbmero. Enquanto a
presenca de ferro induziu a auto-montagem
do oligbmero, a diminuicdo do pH e adicao
de EDTA induziram sua desoligomerizacao.
PALAVRAS-CHAVE:

bionanotecnologia.

ferritina;  oligbmero;

OLIGOMERIZATION OF THE FERRITIN-
BINDER COMPLEX BY THE EXPRESSION
AND PURIFICATION OF THE FERRITIN OF
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Corynebacterium pseudotuberculosis

ABSTRACT: Ferritins are proteins capable of storing iron, making it bioavailable to
cells, in addition to its importance in the detoxification of reactive oxygen species.
These proteins play an essential role in many aspects related to bionanotechnology.
As an example, they are related to biomineralization, which can mineralize a series
of metal complexes, as well as the delivery of drugs inside the protein capsid and
the development of vaccines, a precursor role that can be used in pharmaceutical
and therapeutic applications. Because of the innumerable applications of ferritin and
the difficulty in purifying it directly from Corynebacterium pseudotuberculosis, the
objective was to express and purify the ferritin in Escherichia coli, making possible
the understanding of the factors that influence the oligomerization/desoligomerization
of the ferritin oligomer for the application in the many areas of bionanotechnology.
This procedure was performed by bacterial transformation using the recombinant
pET28a vector, subsequent large scale protein expression and affinity column
purification followed by molecular exclusion chromatography. Purified proteins were
used in dynamic light scattering assays (DLS) to test conditions influencing ferritin
oligomerization/desoligomerization. Regarding the results, the conditions tested (pH,
presence of iron and EDTA) influenced the hydrodynamic radius of the protein and this
may be related to the induction of self-assembly / disassembly of the oligomer. While
the presence of iron induced self-assembly of the oligomer, the decrease in pH and
addition of EDTA induced its desoligomerization.

KEYWORDS: ferritin; oligomer; bionanotechnology.

11 INTRODUGCAO

A ferritina € uma proteina codificada em genomas de uma gama enorme de
organismos, desde Archaea até humanos e € expressa ha maioria dos tipos celulares.
Nas bactérias ela também esta presente, sendo que muitas nao utilizam apenas o
ferro extracelular como fonte de ferro, mas depositam reservas intracelulares dentro
das proteinas de armazenamento, sendo a ferritina uma das principais (ANDREWS,
1998). A ferritina arranja-se em um complexo protéico esférico formado por 24
subunidades (cada subunidade formada por um feixe de quatro a-hélices) dispostas
em simetria octaédrica ao redor de uma cavidade central que atua no armazenamento
de ferro. Existem canais no revestimento da proteina nos eixos de simetria: 8 canais
triplos e 6 canais quadruplos, sendo uma via de acesso importante para Fe?* na
cavidade proteica (BRADLEY et al., 2014) (Figura 1).
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Figura 1. A) Representagao esquematica de uma ferritina com 24 subunidades. B) Quatro
estruturas de a-hélices conservadas da subunidade de ferritina, com a quinta hélice curta em
C-terminal. C) Visao em close de um dos oito canais triplos do eixo de simetria.

As ferritinas dos vertebrados contém pelo menos dois tipos de subunidades:
cadeias pesada (H) e leve (L). Uma distingdo importante entre as duas subunidades
€ que as cadeias H contém residuos que formam um sitio de ferro dinuclear que
catalisa a oxidacao de Fe*? a Fe*® (centro catalitico de ferroxidase). O aumento
da ferritina rica em subunidades H esta relacionado com a utilizacéo de ferro pelo
organismo, enquanto o aumento da subunidade L estd relacionado ao depdsito
de ferro, sendo que a ferritina apresenta-se como uma flexivel reserva de ferro no
organismo (YANG et al., 1999). Entretanto, as ferritinas procari6ticas parecem ser
homopolimeros que consistem apenas em subunidades do tipo cadeia H, mas estas
ndo sao particularmente similares as ferritinas de cadeia H eucari6ticas em termos
de similaridade geral de sequéncia (identidade de 20%) (BRADLEY et al., 2014).

Nessas proteinas, a cavidade central atua no armazenamento de ferro, sendo
que este é absorvido na forma ferrosa soluvel (Fe*?), mas é depositado na forma
férrica oxidada (Fe*®). Esse processo de armazenamento de ferro requer um passo
de ferroxidacédo, catalisado pelo centro de ferroxidase localizado na regido central
das subunidades. Os residuos neste local sdo altamente conservados e atuam como
ligantes para a ligacéo de dois ions ferrosos (TOSHA et al., 2010), o primeiro passo
no processo de absorcao de ferro. O par de ions ferrosos ligado é posteriormente
oxidado por O, resultando na formagéo do ferro férrico e redugéo de O, a peroxido
de hidrogénio (ANDREWS et al., 2003). Os ions férricos migram para o exterior do
centro de ferroxidase, transferidos para a cavidade central e ocorre sua mineralizacéao
formando pequenos aglomerados de ferro (hidretos de ferro) (BOU-ABDALLAH
et al., 2002) (Figura 2). O nucleo de ferro mineralizado atua para fornecer ferro
biodisponivel a uma variedade de enzimas redox e também atende um papel de
desintoxicacao.
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Figura 2. Mecanismo de mineralizacao das ferritinas do tipo cadeia-H, descrevendo o
funcionamento do centro de ferroxidase.

Como as ferritinas sdo capazes de armazenar uma quantidade significativa de
ferro dentro do seu nucleo oco, exibem estabilidade térmica e quimica notavel, sao
passiveis de reconstituicdo através de desmontagem e de modificagdes quimicas
e biologicas, elas sdo alvos atraentes para a pesquisa em bionanotecnologia
(MARLES-WRIGHT; HE, 2015). Algumas das suas aplica¢des bionanotecnologicas é
a biomineralizacao. Na pratica, a capside da ferritina pode ser usada para mineralizar
uma série de complexos metélicos. Esta exibe a capacidade de aceitar ndo apenas
ions de ferro, mas também uma grande variedade de atomos, tornando-a um molde
biocompativel perfeito para a sintese de nanoparticulas controladas por tamanho e
forma (SANO et al., 2005).

Outra aplicacéo é a entrega de medicamentos, na qual ocorre o carregamento
da cavidade proteica com medicamentos contendo metal por meio da sua montagem
e desmontagem em pH variados (MARLES-WRIGHT; HE, 2015). Ao combinar o
carregamento da ferritina com farmacos e a modificacdo da sua superficie com
epitopos de peptideos, a ferritina pode ser direcionada especificamente para tumores
de células particulares para a administracao eficiente de agentes terapéuticos. Outro
ponto importante & o desenvolvimento de vacinas, que ocorre por meio da ligacéao da
ferritina a proteinas virais, por exemplo, proteinas do envelope de virus patogénicos,
sendo que essas proteinas de fusdo sdo usadas no desenvolvimento de anticorpos
contra os virus. Um aspecto funcional dessas vacinas é que a proteina viral pode ser
posicionada no interior da ferritina, assim a capside néao ir4 ser reconhecida como
estranha pelo organismo até que comece a se desmontar e 0 antigeno se torne
exposto (CARTER; LI, 2006). Isso significa que é possivel criar um efeito antigénico
que pode potencialmente produzir uma imunidade maior, pois a exposicdo aos
antigenos continuara por um periodo de tempo muito mais longo.
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2| OBJETIVO

O objetivo do presente trabalho foi expressar a ferritina de Corynebacterium
pseudotuberculosis em E. coli, realizar sua purificacdo e avaliar os fatores e
condicdes que influenciam a oligomerizagao/desoligomerizacao do oligbmero da
ferritina, visando compreender o mecanismo de montagem e desmontagem da sua
capside para aplicagcdo nas mais diversas areas da bionanotecnologia. Para isso
foram utilizadas técnicas de biologia molecular e analises biofisicas.

3 1 JUSTIFICATIVA

Devido a dificuldade de purificagao de proteinas bacterianas diretamente a partir
de culturas de C. pseudotuberculosis, a expressao da ferritina em E. coli viabiliza a
producédo em larga escala desse alvo para estudos de interacdo e estruturais. Além
disso, o conhecimento do mecanismo de oligomerizacao da ferritina permitira no futuro,
servir como base no desenvolvimento de complexos ferritina-ligante com aplicacdes
na pecuaria, medicina e agricultura, podendo ser utilizados para fabricacdo de
nanoparticulas metalicas, entrega de medicamentos, desenvolvimento de vacinas e
muitas outras utilizacdes. Portanto, o entendimento sobre as modificacées quimicas,
fisicas e bioldgicas que influenciam o mecanismo de desmontagem e reconstituicao da
capside da ferritina é essencial para avangos na area de bionanotecnologia.

4| METODOLOGIA

Os vetores de expressao contendo as sequéncias nucleotidicas codificadoras
da ferritina de C. pseudotuberculosis foram sintetizados pela empresa GenScript.
O vetor utilizado foi o pET28a recombinante, o qual possui uma sequéncia
codificadora de uma cauda de seis residuos de histidina fusionada a proteina
expressa. Primeiramente, foi realizada a transformacao bacteriana, na qual 80 ng de
plasmideos recombinantes foram adicionados a 50 uL de solu¢&o contendo linhagens
de E. coli competentes (BL21 RIL e BL21 T1). Essa mistura permaneceu no gelo
durante 30 minutos, e entao, foi submetida ao choque de temperatura a 42 °C por 1
minuto seguida de 2 minutos no gelo. Apés o choque térmico foram adicionados 450
microlitros de meio de cultura LB (Luria Bertani) liquido pré-aquecido e 20 mM de
MgCl,, sendo mantido sob agitagéo (1 hora a 37°C a 250 rpm).

Em seguida, as bactérias foram plaqueadas em meio sélido seletivo LB contendo
canamicina, para selecionar apenas 0s microrganismos que sofreram 0 processo
de transformacéo bacteriana. As colbnias resistentes foram inoculadas em tubos
individuais contendo 10 mL de meio liquido LB com mesmo antibi6tico (pré-inoculo),
mantidos sob agitacdo e aeracao constante e entao, utilizados para expressao em
pequena escala para determinar as melhores condicbes de expressdo (variacdes
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na linhagem celular, temperatura de inducdo, quantidade de indutor e tempo de
expressao). A proteina foi expressa adicionando 10 mL de pré-in6colo em 1L de
meio seletivo LB com 10 microlitros de canamicina, o qual foi mantido no shaker até
atingir a densidade 6tica entre 0,4 e 0,6 para inducao da expressao com IPTG. Apo6s
aproximadamente 2 horas, a cultura foi induzida com IPTG a 0,3 mM.

Apds 5 horas de expressao a cultura foi centrifugada por 15 minutos a 5000 x
g a 5°C e o sobrenadante descartado. O precipitado foi ressuspendido em tampéo
de lise celular (NaH,PO, 50 mM, NaCl 500 mM, Glicerol 10%, 10mM de imidazol,
pH 7.8). A solucéo foi submetida a sonicacédo em sonicador (Marconi - MA 103) para
lise celular. O lisado celular obtido desse processo foi centrifugado a 15000 x g por
40 minutos, a 5°C. Posteriormente, a purificacao foi feita em coluna de afinidade
utilizando resina de niquel (Ni-NTA). O sobrenadante do lisado celular obtido apés
centrifugacéo foi passado através da coluna de purificacdo (coluna de gravidade,
Bio-Rad) para que as proteinas (His-tagged) fossem adsorvidas ao niquel. Apds
a adsorgéo, a resina foi lavada utilizando tampao de lavagem (50mM NaH,PO,,
500mM NaCl e 10 % glicerol, pH 7.7) com quantidades crescentes de imidazol para
remover proteinas contaminantes adsorvidas inespecificamente na resina de niquel.
Por fim, a proteina de interesse contendo a His-tagged foi eluida utilizando tampao
de eluicdo (20 mM fosfato de sédio dibasico, 300 mM NaCl, 400 mM imidazol, pH
7.7).

As proteinas da fracéo eluida foram concentradas até 500 uL em filtros de
centrifuga Amicon® Ultra-15. Posteriormente foram submetidas a um novo processo
de purificacdo por cromatografia de exclusdo molecular utilizando coluna Superdex
G75 10/300 em Akta purifier com um tampao 10 mM de Tris HCIl e 100 mM de NacCl,
com 10% de glicerol em um pH 7 com a intengcdo de aumentar a pureza e melhorar
a qualidade da amostra proteica. Posteriormente, foi realizada a remo¢éo da cauda
de histidina pela enzima TEV protease, na qual a proteina recombinante e a TEV
protease foram incubadas em uma membrana de dialise, a qual foi mantida em um
tampao Tris HCI 10 mM NaCl 100 mM (pH=7). Ap6s a incubacéo, a solugcéao contendo
a proteina clivada e a TEV protease foi novamente submetida a cromatografia de
afinidade, utilizando resina a base de niquel (repurificacédo por afinidade).

ApoOs todas as etapas foi realizada a eletroforese em gel de poliacrilamida com
detergente SDS (SDS-PAGE), que possibilita a separacédo de proteinas de acordo
com o tamanho molecular para analise de pureza. Para determinar a presenca da
proteina com altissima sensibilidade também foi realizado o Western Blot. Nesta
técnica, foi utilizado um anticorpo primario (presente no antissoro monoclonal
Antipoli-histidina) que interage especificamente com a cauda de histidina da proteina
recombinante. Em seguida, o anticorpo secundario (presente no antissoro anti-1gG),
se acopla ao primario, sendo responsavel pela sua sinalizagdo. E possivel observar
a coloracdo azul-purpura apenas quando ocorre a reag¢ao antigeno/anticorpo, ou

seja, na presenca da proteina.
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Foram realizados ensaio de DLS (espalhamento dinamico de luz), no qual a
solucéo proteica foi centrifugada por 10 minutos a 16000 x g a 4°C, e as amostras
foram transferidas para cubetas de quartzo para analise no aparelho Zetasizer Nano
ZS90 (Malvern). Foram testadas diversas condi¢coes como presenca de EDTA no
tampéo, alteragéo do pH e adigéo de cloreto ferroso (FeCl,) visando concluir se esses
fatores influenciavam no raio hidrodinamico (RH) da proteina, e consequentemente
na montagem e desmontagem do oligdmero da ferritina.

51 RESULTADOS E DISCUSSAO

Por meio da analise da intensidade das bandas do gel SDS-PAGE, concluiu-se
que o melhor rendimento na expressao da proteina alvo foi utilizando a linhagem
BL21-T1 em 1 L de meio LB na presenca do indutor IPTG a 0,3 mM em temperatura
de 30°C por 5 horas. Durante a primeira etapa de purificagdo por cromatografia
de afinidade, foi visto que a ferritina era liberada durante a lavagem com tampao
de eluicdo. Foi necessario realizar a cromatografia de exclusdo molecular, a qual
garantiu um maior grau de pureza da amostra pela separagao da proteina alvo das
contaminantes pelo seu tamanho (Figura 3). Por meio do Western Blot foi possivel a
deteccéo da presenca da ferritina com um maior grau de sensibilidade pela reacéao
antigeno-anticorpo (Figura 4).
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Figura 3. Perfil de cromatografia de exclusdo molecular da ferritina de C. pseudotuberculosis
concentrada e aplicada em Superdex G75/300 (GE), ap6s etapa de purificagao a partir da
coluna de niquel.
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Figura 4. Resultado do Western blot evidenciando a reacao especifica do anticorpo Antipoli-
histidina, para detecgdo da ferritina de C. pseudotuberculosis. (M) Marcador molecular pré-
corado. (1) 5 p/L da ferritina linhagem BL21(DE3)-T1, 0,43mg/mL. (2) 15xL da ferritina linhagem
BL21(DE3)-T1, 0,43mg/mL.

A clivagem da cauda de histidina ocorreu como o esperado, ja que a proteina
alvo antes da clivagem apresenta um tamanho em kDa maior que a proteina alvo
apos a clivagem (Figura 5). A repurificagcdo por afinidade (Ni-NTA) também foi
realizada com sucesso, sendo que a TEV protease e as proteinas contaminantes
que possuiam muitos aminoacidos histidina ficaram aderidas ao niquel da resina,
e a ferritina como nao possuia mais a Histag foi eluida da resina com o tampao de
lavagem contendo 60 mM de imidazol.
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Figura 5. Gel SDS - PAGE 15% contendo a amostra antes e depois da remoc¢é&o da Histag.(M)
Marcador molecular em kDa. (1) Amostra de ferritina antes da clivagem.(2) 15 yL da amostra
de ferritina incubada com TEV protease. As setas pretas correspondem as bandas para
comparacao do tamanho em kDa da ferritina ndo clivada (1) e clivada com a TEV protease (2).
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Por meio da utilizagdo do espalhamento dindmico de luz foram testadas
diversas condicoes como variacdo de temperatura, concentracao proteica, valores
de pH, adicdo de diferentes metais e de compostos quelantes, que pudessem
induzir ou reprimir a auto-montagem/desmontagem do oligbmero da ferritina. A
primeira condicdo testada foi a adicdo de EDTA no tampao 10 mM Tris 100 mM
NaCl, sendo que o didmetro hidrodinamico da proteina foi reduzido de 70 nm para
10 nm. Posteriormente, foi adicionado 0,5 M de Cloreto ferroso (Il) (FeCl,) a essa
solucédo, sendo que o didmetro aumentou para 100 nm (Figura 6). Em relacédo ao
EDTA, por ser um agente quelante, ou seja, tem a capacidade de complexar ions
metalicos, pode estar sequestrando os ions de ferro da cavidade central induzindo
sua desoligomerizagao, por isso houve reducao do seu didmetro. Na condicdo com
FeCl,, ocorreu aumento do diametro pois a ferritina absorve o ferro disponivel e o
armazena, induzindo a auto-montagem do oligbmero. Isso pode ser explicado por
conta da ferroxidacéo que ocorre no interior das ferritinas. Essas proteinas absorvem
ferro na forma ferrosa soluvel (Fe*?), mas o ferro € depositado na cavidade central na
forma férrica oxidada (Fe*3).
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Figura 6. Grafico do tamanho (nm) em relagdo ao numero (%) plotado por meio de DLS
demonstrando o efeito do EDTA e FeCl, sobre a ferritina. (A) Ferritina em tamp&o 10 mM Tris
100 mM NaCl sem EDTA, evidenciando seu Dh préximo a 70 nm. (B) Ferritina com 1mM de
EDTA, evidenciando o seu Dh proximo de 10 nm. (C) Ferritina com 1mM de EDTA e 0,5M de
Cloreto de Ferro (ll) (FeCl2), evidenciando seu Dh préximo de 100 nm.

As proximas condigdes testadas incluiram comparacbes do Dh da ferritina
em diferentes pHs (tampéo TRIS x tampé&o Glicina). Quando a proteina estava em
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tamp&o 10 mM Tris 100 mM NaCl (pH=8) apresentou um Dh de 55 nm e quando
estava em tampéao 5 mM glicina (pH=2,5) o didmetro diminuiu para 35 nm (Figura 7).
Quando houve adicao de 0,5 M de cloreto ferroso ao tampéao 5 mM glicina (pH=2,5)
o didmetro aumentou de 35 para 55 nm (Figura 8), sendo que 0 mesmo ocorreu com
o tampao 10 mM Tris 100 mM NaCl (pH=8), sendo que o diametro aumentou de 55
para 100 nm ap0s a adi¢ao do ferro (Figura 9).
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Figura 7. Grafico do tamanho (nm) em relagéo ao nimero (%) plotado por meio de DLS,
comparando a diferenca do Dh da ferritina em 10 mM Tris 100 mM NaCl (pH=8) e em 5 mM de
tampao glicina (pH=2,5).
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Figura 8. Grafico do tamanho (nm) em relagéo ao nimero (%) plotado por meio de DLS,
comparando a diferenca do Dh da ferritina em 5 mM de tampé&o glicina (pH=2,5) e com 0,5 M de
FeCl2.
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Figura 9. Grafico do tamanho (nm) em relagéo ao nimero (%) plotado por meio de DLS,
comparando a diferenca do Dh da ferritina em 10 mM Tris 100 mM NaCl (pH=8) e com 0,5 M de
FeCl.,.

Levando em conta esses resultados, a conclusédo é que ao diminuir o valor
do pH de 8 para 2,5 a proteina se torna instavel, ocorrendo possivelmente sua
desnaturagéo e a desmontagem do oligbmero, indicado pela diminuigdo do valor
do Dh em todas as condi¢gbes em que houve a utilizagdo do tampao glicina com pH
2,5. Mesmo sabendo que a capside da ferritina composta por 24 subunidades exibe
estabilidade térmica e quimica notavel, o pH usado foi tdo baixo que a estabilidade foi
perdida. Em um trabalho realizado por Kim et al. (2011), foi analisada a estabilidade
da apoferritina mediante mudangas no valor do pH, sendo que abaixo do pH 3,4
a apoferritina tornou-se instavel e passou por desmontagens graduais através de
varios intermediarios estruturais. Foi comprovado também que mesmo em um pH
muito baixo (2,5), a presenga de ferro continua atuando na auto-montagem das
subunidades da capside da ferritina. Na condicdo em que o pH foi diminuido pelo
tampao glicina ocorreu primeiramente a desmontagem do oligdmero, que depois foi
novamente montado por conta da absorgéo do FeCl,.

6 | CONCLUSAO

Os protocolos testados permitem expressar e purificar a ferritina de C.
pseudotuberculosis. Os ensaios de espalhamento dindmico de luz contribuiram
para indicar as condicdes (pH, presenca de ferro e EDTA) que influenciam no raio
hidrodinamico da amostra proteica e isso pode estar relacionado ao mecanismo
de desmontagem e reconstituicdo do oligbmero da ferritina, sendo imprescindivel
para avancos na area de bionanotecnologia como veiculo de entrega de drogas,
fabricacdo de nanoparticulas metalicas, entre outros.
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