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Resumo

Resumo

A actina, um componente central do citoesqueleto eucaridtico, é responsavel pela
manutencao da forma celular, entre outras funcdes. Pensava-se que, em procariotas, este tipo
de proteinas nédo existia, dado que estudos preliminares ndo haviam detetado elementos do
citoesqueleto. No entanto, foram ja identificadas homélogas estruturais e funcionais da actina
em bactérias, nomeadamente a MreB, uma proteina do citoesqueleto de procariotas com uma
estrutura helicoidal associada a membrana celular, envolvida na determinacao da forma de
células em bastonete. Com base nas caracteristicas destas proteinas, supde-se que a funcéo

biolégica sera semelhante a actina.

Neste trabalho, realizou-se a clonagem da MreB de Marinobacter
hydrocarbonoclasticus no vetor de expressdo pET-22b(+), sobre-expressdo em meio LB
(condi¢bes 6timas de crescimento: 37 °C, 190 rpm, indu¢do a D.O.g00 nm = 0,6 com 0,5 mM
IPTG) e purificagcdo através de centrifugag@es diferenciais e cromatografia de troca aniénica e
filtracAo em gel. Determinou-se a massa molecular da proteina por filtracdo em gel (48 kDa) e
gel de SDS-PAGE (42,48 kDa) e o coeficiente de extingdo molar (€2g0 nm = 27 900 M cm™), por

espetroscopia de UV-Visivel.

Os resultados obtidos por dispersao de luz permitem concluir que, a semelhanca da
MreB de outras bactérias, também a de M. hydrocarbonoclasticus tem a capacidade de
polimerizar, sendo esta reacdo dependente da concentragcdo de proteina e de KCI, ocorrendo
apenas na presenca de nucledtidos, com uma concentragdo critica semelhante a MreB de

Thermotoga maritima (= 3 nM). Verificou-se, ainda, que a velocidade de polimerizacdo da MreB

0,0991

se ajusta a uma fungéo sigmoidal descrita por v = PP Y

Através da espetroscopia de RMN, determinou-se que o ATP e GTP interagem de
maneira semelhante com a proteina, adotando estes uma conformacgdo tal que se ligam
através da pentose e do grupo —NH, do anel de pirimidina; j& o CTP ligar-se-4 apenas através

da pentose.

Termos chave:

MreB = Marinobacter hydrocarbonoclasticus = Homologa = Actina = Polimerizagao = Local de

ligacdo de nucleodtidos
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Abstract

Abstract

Actin is a central component of the eukaryotic cytoskeleton, responsible for
maintenance of cell shape, among other functions. It was thought that this protein was absent in
prokaryotes, since preliminary studies had not detected cytoskeletal components in bacteria.
However, structural and functional homologues of actin have been identified in bacteria, in
particular MreB, a prokaryotic cytoskeletal protein with a helical structure associated with the
cell membrane, involved in determining the shape of rod-shaped cells. Based on the
characteristics of these proteins it is assumed they must have a similar biological function to

actin.

In the present work, Marinobacter hydrocarbonoclasticus MreB was cloned into a
pPET-22b(+) expression vector, overexpressed in LB medium (optimal growth conditions: 37 °C,
190 rpm, induction at O.D.ggo nm = 0.6 with 0.5 mM IPTG), and purified by differential
centrifugation and anion exchange and gel filtration chromatography. The molecular weight of
the protein was determined by gel filtration (48 kDa) and SDS-PAGE gel (42.48 kDa), and the

molar extinction coefficient (€250 nm = 27 900 M'cm™) by UV-Visible spectroscopy.

The results obtained by light scattering suggest that, similar to MreB from other
bacteria, M. hydrocarbonoclasticus MreB also has the capacity to polymerize, the reaction being
dependent of protein and KCI concentrations, occurring only in the presence of nucleotides, and

with a critical concentration similar to that of Thermotoga maritima MreB (= 3 nM). Furthermore,

0.0991

the rate of polymerization of MreB fits a sigmoidal function described by v = PP ER T Y

In addition, by NMR spectroscopy, it was determined that the mode of interaction of
ATP and GTP with the protein is similar, by adopting a conformation such that they bind through
the pentose and the -NH, group on the pyrimidine ring, unlike CTP which will bind only through

the pentose.

Keywords:

MreB = Marinobacter hydrocarbonoclasticus * Homolog = Actin = Polymerization = Nucleotide

binding pocket
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l.1. A proteina MreB

.1.1. A superfamilia da actina

A actina é uma das proteinas mais abundantes e altamente conservada encontrada em
todas as células eucariéticas com papéis muito diversificados nos processos centrais, como a

manutencdo da forma da célula, a mobilidade e a citocinese™?.

O monomero de 43 kDa da actina globular (ou G-actina) agrega-se espontaneamente
in vitro para formar uma longa estrutura linear ou ramificada (actina filamentosa ou F-actina)
por adicdo de sal (CaCl,, MgCl, e KCI), desde que o ATP esteja presente3. Os filamentos
polimerizam de modo ndo covalente a partir de ambas as extremidades, com afinidades
diferentes para a adicdo de mondémeros a cada extremidade. Isso resulta numa polaridade
intrinseca no filamento, sob a forma de uma extremidade de crescimento lento (extremidade
menos) e uma extremidade de crescimento rapido (extremidade mais). No estado estacionario,
a perda de subunidades na extremidade menor e o ganho equivalente na extremidade maior

1245 Os microfilamentos de actina s&o

dao origem a um efeito conhecido como treadmilling
finos (3 a 6 nm de didmetro) e flexiveis, e raramente ocorrem de forma isolada dentro da célula,
mas sim em agregados com ligacdo cruzada e feixes. In vivo, podem formar tanto estruturas
estaveis como instaveis. A polimerizacdo da actina € um processo altamente regulado,
controlado tanto pela ligacdo e hidrélise de nucleétidos como pela acdo de uma série de

a

proteinas de ligacdo a actina que podem cruzar, nuclear, clivar, empacotar, estabilizar ou

desestabilizar os filamentos®®”’.

O citoesqueleto de actina é altamente dindmico na maioria das células e as populacdes
de F-actina agregam-se e desagregam-se continuamente, com semividas na ordem de alguns
minutos. Este turnover € uma consequéncia da atividade ATPasica da actina. A hidrélise
irreversivel do nucleétido ligado ocorre quando o mondmero esta totalmente incorporado no
filamento®, e assim, ndo é necessario para formar os filamentos de actina. Em vez disso,
desestabiliza o polimero e promove a despolimerizacdo das suas extremidades, uma vez que
0s monoémeros de ATP preferem associar-se ao filamento e os monémeros de ADP preferem

dissociar-se®.

As sequéncias em residuos de aminoacidos da actina sdo extremamente conservadas
entre eucariotas (por exemplo, existe 100% de identidade entre a actina de mdusculo
esquelético humano e a de galinha e 88% de identidade para a actina da levedura
Saccharomyces cerevisiae). Os principais critérios funcionais inicialmente usados para

identificar actinas incluiram a capacidade desta polimerizar espontaneamente em filamentos
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finos capazes de estimular a atividade ATPasica da miosina. No entanto, existe uma subfamilia
da actina altamente divergente, que ainda partilha uma similaridade de sequéncia significativa,

mas que tem homologia funcional e especificidade de ligacdo ao ligando limitadas.

Estudos filogenéticos identificaram mais de 35 familias altamente divergentes de
proteinas homologas bacterianas da actina’ (Figura 1.1.). Muitas das actinas bacterianas séo
codificadas por plasmideos extracromossomicos, mas a maioria das espécies bacterianas com

morfologias ndo esféricas também codifica homélogas cromossémicas da actina™®.

MreB
FtsA

MamK

- ParM
AIfA

///% Alp6

4 Alpg

Figura 1.1. Arvore filogenética da superfamilia das proteinas homologas bacterianas da actina. As
subfamilias de actinas bacterianas tém sido identificadas com base na homologia da sequéncia. As
subfamilias cuja polimerizacdo foi demonstrada experimentalmente estdo coloridas e identificadas.
Adaptado de **.

Além disso, numa publicagdo de referéncia, Bork et al. (1992) descreveram, através de
andlises bioinforméticas, um grande grupo de proteinas funcionalmente muito diferentes que
partiham uma identidade/similaridade de sequéncia de residuos de aminoécidos muito
limitada, como, por exemplo, as proteinas de choque térmico, as cinases, e a proteina
determinante da forma da célula procariética, a MreB'?. De facto, existe apenas = 15% de
identidade entre a MreB e a actina, o que é inferior aos 20% de identidade que geralmente sdo
usados como base para estabelecer homoélogos. No entanto, este grupo de proteinas contém
cinco motivos de sequéncia conservados que foram previstos para determinar um fold

tridimensional semelhante ao da actina.
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1.1.2. Enquadramento historico

As proteinas bacterianas Mre (do inglés, murein region e, sendo a mureina, ou
peptidoglicano, o principal componente da parede celular) sdo conhecidas ha mais de um
quarto de século como sendo determinantes da forma da célula®.

A MreB foi identificada pela primeira vez como uma proteina envolvida na regulacao da
forma da célula em Escherichia (E.) coli, em 1988, por Doi et al. Porém, como a MreB nao
pareceu estar significativamente mais relacionada com a actina do que as outras proteinas
identificadas e apresenta pouca identidade na sequéncia com a actina, foi ignorada durante

praticamente uma década®®™.

No entanto, isto mudou em 2001, quando dois estudos
mostraram que a MreB de Bacillus (B.) subtilis (BsMreB) forma filamentos do citoesqueleto in
vivo™ e que a MreB de Thermotoga (T.) maritima (TmMreB) forma filamentos do citoesqueleto

in vitro®®.

1.1.3. Caracterizacao

A MreB é comum em bactérias com formas complexas (ndo esféricas), mas esta
ausente na maioria das bactérias que apresentam morfologias cocéides (esféricas)™.
Encontra-se presente tanto em bactérias Gram-positivas como Gram-negativas. No entanto,
em organismos Gram-positivos (T. maritima e B. subtilis) estdo muitas vezes presentes varias
copias do gene mreB, enquanto em espécies Gram-negativas (E. coli e Caulobacter
crescentus) geralmente esta presente apenas uma copia do gene mreB. O organismo em
forma de bastonete B. subtilis, por exemplo, possui trés genes semelhantes ao gene mreB,
denominados por mreB, mbl (mreB-like, semelhante ao gene mreB) e mreBH (mreB Homolog,
homoélogo do gene mreB), que sdo 56, 51 e 51% idénticos a TmMreB1, respetivamente”.
Contudo, também esta presente em bactérias sem parede celular, como a Chlamydophila
pneumoniae, onde pode desempenhar um papel na divisdo celular através da biossintese de

lipidos organizados espacialmentels.

Embora a abundéancia celular da MreB de T. maritima ndo seja conhecida, o estudo
bioguimico e estrutural realizado por Nurse & Marians (2013) demonstrou que a TmMreB pode
ser obtida em quantidades muito mais elevadas do que a MreB de E. coli (= 40 000 moléculas
por célulalg) ou do que a BsMreB (8 000 moléculas por célula’), que correspondem a
concentracdes intracelulares in vivo de 0,2 mg/mL20 (aproximadamente 5,6 uM, dependendo da

massa molecular da proteina).

O mondémero da MreB, de, aproximadamente, 37 kDa, consiste em dois dominios
alfa/beta (subdominios IA, IB, IIA e IIB, que correspondem aos subdominios 1, 2, 3 e 4,
respetivamente, na actina) enrolados em torno do nucleo central da estrutura, a bolsa de

21,22

ligacdo dos nucleotideos (ver Figura 1.2.)°7““. Os subdominios maiores (IA e 1IA) tém um fold

comum conservado que compreende cinco folhas beta (B) rodeadas por 3 hélices alfa (a),
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enquanto os subdominios menores (IB e [IB) sdo mais distintos dentro da superfamilia da

actina, provavelmente por estarem envolvidos em funcdes especificas, nomeadamente, divisdo

14,23-25 19,26,27

celular , segregacdo cromossémica , entre outras funcdes®. O ATP e o Mg”
ligam-se numa regido articulada que liga os dominios | e Il, permitindo os movimentos

interdominios associados a diferentes estados funcionais da proteina4’5.

Figura I.2. Comparacéo das estruturas cristalinas da actina eucarittica e da proteina bacteriana MreB. Os
quatro subdominios da actina sdo mostrados em diferentes cores e as mesmas cores sdo usadas para 0s
dominios equivalentes da proteina bacteriana. Os rétulos de subdominios convencionais da actina estdo
representados na estrutura da MreB. Adaptado de %.

.1.4. A polimerizacdo da MreB: semelhancas com a actina e variabilidade

inter-espécies

A proteina MreB tem a capacidade de formar filamentos, sendo que as propriedades de
polimerizacdo da MreB monomérica, em solugdo, revelaram algum paralelismo com a actina.
De facto, esta Ultima necessita de ATP e Mg2+ como cofatores, como mencionado
anteriormente. A presenca destes cofatores favorece cineticamente a formacdo de uma
molécula iniciadora da nucleacgédo para que as subunidades adicionais possam agregar-se para
formar um filamento. A formag&o desta molécula iniciadora é favorecida acima de um certo
nivel de monémeros de actina, denominada concentracéo critica®. A MreB também polimeriza

na presenca de ATP e Mg2+, e com concentracdes criticas que sdo similares as da actina®”*"

32

Pela sequéncia em residuos de aminoéacidos, a MreB € a proteina que esta mais
intimamente relacionada com a actina de todas as proteinas da superfamilia da actina, embora
existam pequenas diferengas entre ambas, tanto no local de ligagdo dos nucle6tidos como nos
residuos que formam a interface mondmero-mondmero dentro de um protofilamento. As
diferencas na interface monémero-monoémero sao interessantes porque € provavel que tenham

evoluido concomitantemente para manter a polimerizagéoll.

A semelhanca entre a actina e a MreB é, de igual modo, refletida nas estruturas do

filamento, sendo que os espagcamentos entre os mondémeros, na direcdo longitudinal, sdo muito
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semelhantes em ambas: 55 e 51 A, respetivamente (Figura 1.3.)'°. De referir, ainda, a
existéncia de um elevado numero de residuos de aminoacidos hidrofébicos na interface
monémero-mondmero, produzindo uma forte interacdo entre ambos'’. As interacdes
longitudinais monémero-mondémero no protofilamento ocorrem entre os subdominios IB e 1IB

numa subunidade e entre os subdominios IA e IIA noutra subunidade™.

55 A y
51.1A

A

Figura 1.3. Comparacao das estruturas tridimensionais da F-actina de Saccharomyces cerevisiae (codigo
PDB: 1YAG) e da MreB de T. maritima (cddigo PDB: 1JCE). As estruturas cristalinas da MreB contém
PGrotofiIamentos gue sdo semelhantes a uma cadeia (protofilamento) da F-actina modelada. Adaptado de

No entanto, os mecanismos bioquimicos da polimerizacdo da MreB e a sua dinamica
intracelular continuam a ser uma area de pesquisa ativa. Consensualmente, encontra-se

descrito que a MreB polimeriza em protofilamentos duplos na presenca de ATP ou GTP e estes

103132 Embora a arquitetura de um Unico

protofilamento seja surpreendentemente conservada dentro da familia da actina*®****%'  a

podem, ainda, agregar-se lateralmente em folhas

polimerizagdo dos protofilamentos em estruturas altamente ordenadas difere muito entre

ambas®.

Contudo, e devido a existéncia de estudos contraditérios entre si, o que pode ser
explicado pela utilizagdo de diferentes proteinas recombinantes, ndo existe, até a data, uma
visdo consensual acerca da cinética de polimerizacdo da MreB in vitro. De facto, Esue et al.

(2005) publicaram os primeiros ensaios sobre a cinética de polimerizagdo da MreB, utilizando a


http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=4932
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MreBl da T. maritima com cauda de His, chegando a conclusdo que a polimerizagao é
fortemente dependente da temperatura e das concentracdes de diferentes ides em solucéo (K
e Mg® ou Ca®"). Estes autores determinaram uma concentracéo critica de 3 nM, duas ordens
de grandeza menor do que a obtida experimentalmente para a actina. Por seu turno, no
trabalho de Bean & Amann (2008) foi purificada a forma nativa da MreB1 da T. maritima
(TmMreB1) sem a presenca da cauda de His, tendo sido descrita a existéncia de duas fases de
polimerizagdo, uma que utiliza caties divalentes e uma que ndo o faz. Estas fases tém sido
propostas como correspondentes as fases de nucleacdo e alongamento do polimero. A
proteina purificada sem a presenca da cauda de His foi, também, menos sensivel a
temperatura. Para além disso, Mayer & Amann (2009) purificaram e polimerizaram com
sucesso a BsMreB. Esta proteina é 56% idéntica e 76% semelhante a TmMreB1. O
comportamento cinético da polimerizacdo de BsMreB foi muito diferente da TmMreBl. A
polimerizagcdo da BsMreB necessitou de concentracdes de catibes divalentes na gama do
milimolar, foi favorecida por pH baixo e inibida por sais monovalentes e baixas temperaturas.
Os autores descreveram que a BsMreB liga e hidrolisa ATP e GTP mas, surpreendentemente,
ndo necessita de nuclettidos para polimerizar. De facto, a concentragdo critica para a

polimerizagédo foi de = 900 nM, independentemente da presenca ou auséncia de nucleétidos
17,20,30

Além disso, estudos realizados com a mesma proteina originaram conclusées
diferentes. Por exemplo, as primeiras sugestdes de que o Mg2+ ndo era estritamente necessario
para a polimerizacdo da TmMreB™® ou que era até inibitério® foram contrastadas por um estudo

que mostrou que o Mg2+ foi necesséario para a rapida e extensiva polimerizagao da TmMreB¥.

Além do papel ndo resolvido do Mg2+ no processo de polimerizagcao da MreB, também
a funcdo do ATP tem sido questionada: a BsMreB parece formar filamentos na presenca de
ATP e ADP, ou até mesmo na auséncia total de qualquer nucledtido’’. Outras experiéncias
mostraram que a TmMreB pode usar ATP ou GTP como substratos, ao contrario de outras
proteinas, tais como a actina®. A razéo para esta discrepancia entre a TmMreB e a BsMreB
ndo é clara. Um aspeto interessante a considerar € que diferentes proteinas MreB tém
adaptacdes e propriedades especificas da espécie. A TmMreB e a BsMreB, por exemplo, tém
aproximadamente 60% de identidade e 75% de similaridade de sequéncia, mas sdo nativas de
bactérias com fisiologias diferentes: a T. maritima é uma bactéria aquatica hipertermofilica,

enquanto a B. subtilis € uma bactéria de solo e cresce a temperaturas moderadas.

Ao contrario dos varios requisitos para Mg2+ e ATP, o efeito de K* na polimerizacdo da
MreB é mais coerente entre as proteinas de diferentes espécies. Na maior parte das bactérias,

o K" é o principal catiio e desempenha papéis importantes, tais como a manutencdo da

39,40

pressao de turgescéncia celular e homeostase do pH™"". Curiosamente, a polimerizacdo da

MreB é modulada negativamente ou inibida por concentracdes fisioldgicas de K* %% o que
pode ser explicado pelo facto das diferentes MreB se adaptarem de tal modo que o K' no

citoplasma evita a polimerizagdo excessiva, uma vez que a “sobrepolimerizagdo” poderia
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alterar o equilibrio com os seus parceiros de interacdo ou interferir com outros processos

celulares.

.1.5. Funcodes e dinamica intracelular dos filamentos de MreB

De facto, a MreB, uma das primeiras actinas bacterianas caracterizada, esta totalmente
integrada na fisiologia celular e desempenha varios papéis essenciais, tendo um grande
impacto na sintese da parede celular, que é um fator determinante da forma da célula e da
integridade da bactéria. Devido ao seu papel central na coordenacédo da maquinaria de sintese

10,12,15,41,42

da parede celular , @ auséncia da MreB por inativacdo genética ou tratamentos com

43-A7

drogas especificas (por exemplo, A22, S-(3,4-diclorobenzil) isotioureia™ "), resulta em grandes

defeitos morfolégicos celulares na maioria das bactérias em forma de bastonete onde é
encontrada, originando células deformadas e, eventualmente, a lise celular sob as condi¢des

habituais de crescimento™*>°

. No entanto, a MreB também participa na localizagdo de uma
série de outras proteinas e a sua localizacdo incorreta afeta de modo negativo o
direcionamento polar dos complexos proteicos e, em alguns organismos, a segregacao

cromossomica’®® .

A MreB interage direta ou indiretamente com varias proteinas incluindo os seus
parceiros do operdo, MreC e MreD, a proteina determinante da forma da célula Rodz,
componentes da sintese da parede celular (proteinas de ligagcdo ao peptidoglicano) e ainda a

ARN polimerase®***°,

Imagens subcelulares da MreB indicam originalmente que esta forma uma estrutura
helicoidal continua que se move ao longo do comprimento da bactéria. Estas estruturas foram
localizadas logo abaixo da membrana citoplasmética e estdo correlacionadas com a
organizagdo e/ou localizagéo de varias enzimas envolvidas na sintese da parede celular. Estas
observagfes levaram a um modelo amplamente aceite em que a MreB forma uma estrutura
helicoidal que suporta a sintese da parede celular. No entanto, este modelo da MreB helicoidal

tem sido contestado nos Ultimos anos®™ ™.

Imagens de alta-resolucdo avancadas por
criotomografia eletrénica (ECT, do inglés Electron CryoTomography) de células wild type
falharam na detecdo de estruturas helicoidais continuas perto ou ao longo da superficie da
membrana interna®. Uma série de descobertas recentes sugerem que a MreB existe como
“manchas” discretas que se movem perpendicularmente ao eixo da célula®®*®. Esta
discrepancia pode ser racionalmente explicada. Os primeiros estudos de visualizacdo da MreB
dependeram amplamente de fusdes da proteina fluorescente tanto no seu N- como no seu
C-terminal. No entanto, a fus@o perturba a funcdo da MreB porque esses derivados nédo

complementam a delecdo do gene mreB das estirpesls'66

. Além disso, esta modificacdo da
proteina também pode levar a artefactos de localizagéo grosseiros. Imagens de ECT mostram
gue a MreB forma estruturas helicoidais em E. coli quando se funde com a proteina amarela

fluorescente®’.
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Quando a MreB é visualizada por microscopia de imunofluorescéncia ou quando é

fundida com proteinas fluorescentes, adapta um padrdao semelhante a uma espiral ou em

15,28,41,51,68

fragmentos ao longo do comprimento da célula (Figura 1.4. (a) e (b), respetivamente).

A existéncia de feixes helicoidais da MreB que se movimentam, originalmente

15,41,51,68-71 .
i , tem sido

observados ao longo do comprimento das células em forma de bastonete
questionada por estudos recentes de microscopia de fluorescéncia de reflexdo interna total
(TIRFM) que sugerem que a MreB forma fibras descontinuas debaixo da membrana celular que

séo conduzidas pela maquinaria de alongamento de peptidoglicano (Figura I.4. (b)).

. ' Superficie da célula ‘ )
R—— /A!

(b) Microscopia de fluorescéncia de reflex3o interna total (TIRFM)

Fragmentos de MreB

2 Maquinaria de
Legenda. alongamento de PG ~ MreB |

Figura |.4. Representacdo esqueméatica da comparacdo simplificada de duas técnicas microscépicas
usadas para visualizar a ultraestrutura e o movimento da MreB. A MreB (a castanho) é observada em
ambos os casos, (a) e (b), acoplada a maquinaria de alongamento de peptidoglicano (PG) (a azul), que
coletivamente representa as enzimas de sintese da parede celular e as proteinas que determinam a forma
da célula. (a) representa o que se observa através de microscopia de fluorescéncia de desconvolucao,
onde as imagens obtidas através do corpo da célula descrevem uma MreB estruturada helicoidalmente.
(b) através de TIRFM, uma técnica de alta resolucdo capaz de captar a superficie de um lado de uma
bactéria e Util para a visualizagdo de atividades na membrana, verificou-se que tanto a MreB como uma
selecdo de vérias proteinas de alongamento de PG se movem em pequenos fragmentos, em oposi¢cdo
aos longos filamentos helicoidais com mobilidade bidirecional. As representagdes esquematicas ndo se
encontram a escala. Adaptado de "%

Como mencionado anteriormente, nas células os filamentos de MreB (ou fragmentos
de filamentos) estdo localizados perto da membrana interna. Acredita-se que esta localizagédo
foi mediada por interac6es da MreB com proteinas ligadas @ membrana e com a maquinaria de

sintese da parede celular.

No entanto, Salje et al. (2011) demonstraram que a MreB pode interagir diretamente
com as membranas fosfolipidicas. No caso da TmMreB, tal € mediado por um pequeno loop de
insercdo na membrana, que consiste em dois residuos hidrofébicos, perto do N-terminal. Para
a EcMreB, no entanto, a associacdo direta na membrana envolve uma hélice anfipatica na

73,74

regido N-terminal (Figura 1.5.). A tendéncia da MreB purificada a partir de bactérias

Gram-negativas para agregar pode ser atribuida a presenca destas sequéncias hidrofobicas. A
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razdo para os diferentes mecanismos de ligacdo a membrana é desconhecida, mas esta
descoberta ilustra a existéncia de caracteristicas especificas de espécies dentro da familia de

proteinas MreB.

. Protofilamento

Loop de inser¢do na membrana
(L93/F94 na TmMreB)

Hélice anfipatica N-terminal
(na EcMreB) Membrana

Figura I.5. Modelo para a interagdo de um filamento de MreB com a membrana. Na imagem é mostrado o
loop de insercdo na membrana necessario para a TmMreB (a direita) bem como a hélice anfipatica
N-terminal da EcMreB (& esquerda). Adaptado de ",

Além disso, como ja foi referido anteriormente, a fuséo da proteina fluorescente ao N-
ou C-terminal da MreB ndo s&o funcionais nas células. No monémero da MreB, ambos os
terminais estdo localizados perto um do outro, pelo que as fusdes a ambas as extremidades
interferem com a ligagdo a membrana. Nas fusdes em “sanduiche” a proteina verde
fluorescente € inserida entre as hélices 6 e 7 da MreB, ou seja, longe do local de interagcdo com
a membrana®.

Concluindo, todas as actinas bacterianas que tém sido estudadas formam filamentos

dependentes do ATP in vitro®*333037.73.75.76

9,27,77,78

e tém padrdes de localizacdo filamentosos in
vivo , 0 que sugere a conservacdo das fungbes nucleares do citoesqueleto semelhantes

as da actina.
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l.2. A bactéria Marinobacter hydrocarbonoclasticus

A bactéria Marinobacter (M.) hydrocarbonoclasticus estirpe SP17 (ATCC 49840) foi

isolada a partir da agua do mar da costa mediterranica francesa, perto de uma refinaria de

798 E uma bactéria Gram-negativa, aerdbica, extremamente halotolerante e

79,81-83

petroleo
moderadamente halofilica , em forma de bastonete (0,3 — 0,6 um de didmetro e 2 — 3 pm
de comprimento na fase exponencial de crescimento) (Figura 1.6.), ndo forma esporos e
move-se por meio de um flagelo polar [em meios com baixa (< 0,2 M) ou elevada concentragao

de NaCl (= 1,5 M) este flagelo é inexistente].

Figura 1.6. Imagem de microscopia eletronica da Marinobacter hydrocarbonoclasticus®.

A bactéria M. hydrocarbonoclasticus cresce em meios de cultura com uma
concentracao de NaCl compreendida entre 0,08 e 3,5 M (sendo que a concentracao 6tima é de
0,6 M), numa gama de temperatura entre 10 °C e 45 °C, com temperatura 6tima de
crescimento a 32 °C, e num intervalo de pH 6 a 9,5 (sendo o pH 6timo 7 a 7,5). O teor de NaCl
€ importante para a M. hydrocarbonoclasticus, pois a concentracdo de NaCl afeta a forma e a
flagelacdo destas células”.

O crescimento anaerdbio ocorre na presenca de nitrato, succinato, citrato ou acetato,
mas ndo na presenca de glucose. Para além disso, € ainda capaz de degradar diversos
hidrocarbonetos e utiliza-los como fontes de carbono e energia79. No geral, a M.
hydrocarbonoclasticus tem a capacidade de habitar e crescer numa grande variedade de
ambientes do ecossistema marinho. Esta bactéria forma colénias de cor branca em meio

sélido, que se tornam bege rosado apoés 48 h de incubagéo79.

A andlise da sequéncia do ARNr 16S de M. hydrocarbonoclasticus mostrou que esta
bactéria pertence a subclasse y (gama) do grupo das Proteobactérias e é distinta de bactérias

983 Este estudo evidenciou, também, a

com propriedades morfolégicas e bioguimicas similares
sua proximidade filogenética com outras espécies, tais como Marinomonas vaga,
Oceanospirillum linum, Halomonas elongata e Pseudomonas aeruginosa. Devido a dificuldade
em encontrar-se uma Unica espécie significativamente mais proxima do que as enumeradas

anteriormente, a bactéria M. hydrocarbonoclasticus foi classificada como um novo género e a

10
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estirpe-tipo foi depositada na American Type Culture Collection como ATCC 49840°. No
entanto, esta bactéria foi, inicialmente, classificada por Baumann et al. (1972) como
Pseudomonas (Ps.) nautica através de um estudo de caracterizagdo taxondmica polifasica de
bactérias Gram-negativas, flageladas, ndo fermentativas e de origem marinha, obtidas da costa
de Oahu, Hawaii. Com base na caracterizacdo fisiologica e nutricional, as estirpes foram
associadas a diferentes grupos estabelecidos em semelhangas fenotipicas (substratos
organicos usados como fontes de carbono e energia, o contetdo G+C do DNA e a capacidade

de degradar hidrocarbonetos)®*®.

Segundo Baumann et al. (1972) seriam necessarios mais estudos a fim de se obter as
caracteristicas adequadas que permitissem dividir este conjunto de organismos em géneros
bem definidos. De facto, a reclassificacdo desta espécie foi realizada, mais tarde, por Sproer et
al. (1998), através de um estudo comparativo entre as espécies Ps. nautica descrita por
Baumann et al. (1972) e M. hydrocarbonoclasticus classificada por Gauthier et al. (1992). Esta
nova andlise baseou-se na comparagéo das sequéncias dos seus ARNr 16S, composicao base
do ADN gendmico total e hibridacdo ADN-ADN destas duas bactérias, as quais evidenciaram
uma elevada identidade de sequéncia (cerca de 99,5%). Esta comparacgdo foi confirmada
através das suas propriedades fenotipicas e, portanto, foi proposta a unificacdo das duas
espécie587. Assim sendo, transferiu-se a espécie Pseudomonas nhautica para Marinobacter
hydrocarbonoclasticus (ATCC 49840")%%.

Mais tarde, as espécies M. hydrocarbonoclasticus79 e M. aquaeolei (bactéria
moderadamente halofilica isolada de uma plataforma petrolifera do Vietname do Sul),
caracterizadas por Huu et al. (1999), foram, também, revistas por Marquez e Ventosa (2005),

tendo sido, entao, classificadas como sendo a mesma espécie®*®*,

No presente trabalho utilizar-se-4 a denominagdo de  Marinobacter
hydrocarbonoclasticus (sin6bnimo heterotipico de Ps. nautica e M. aquaeolei), uma vez que foi a
primeira espécie descrita. A estirpe utilizada neste trabalho foi a Marinobacter
hydrocarbonoclasticus ATCC 49840, sendo que a andlise genética é baseada no genoma que
se encontra depositado na base de dados do NCBI (National Center for Biotechnology

Information)®.

1.3. A MreB de Marinobacter hydrocarbonoclasticus

Uma vez que ndo existe, até ao momento, a estrutura da MreB de M.
hydrocarbonoclasticus, criou-se um modelo por homologia através da plataforma online
I-Tasser, tendo sido utilizada como template a estrutura da TmMreB (cédigo PDB: 1JCF). O
modelo foi criado a partir da sequéncia em residuos de aminoacidos da MreB de M.

hydrocarbonoclasticus depositada base de dados da National Center for Biotechnology

11
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Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), tendo este sido comparado com a estrutura de

a-actina de coelho (Oryctolagus cuniculus; cédigo PDB: 1J6Z) (Figura 1.7.).

Figura 1.7. Sobreposicdo estrutural da actina (cédigo PDB: 1J6Z, a azul) e da MreB de M.
hydrocarbonoclasticus (do modelo por homologia, a creme), com um RMSD de 1,22 A. Ambas as
proteinas partilham a mesma topologia, arquitetura de quatro dominios e a maior parte dos residuos
envolvidos na ligagdo ao ATP e magnésio. O modelo foi criado utilizando a plataforma online I-Tasser e a
sobreposicdo das estruturas utilizando o programa UCSF Chimera.

De facto, e como se pode observar, a MreB de M. hydrocarbonoclasticus partilha
alguma homologia estrutural com a actina, a arquitetura dos quatro subdominios e a maior
parte dos residuos envolvidos na ligacdo ao ATP e ao magnésio. No entanto, até a data, ndo
se efetuou qualquer caracterizagdo bioquimica ou estrutural desta proteina, encontrando-se por
determinar se, & semelhanca das MreB provenientes de outras espécies bacterianas, também

esta partilha com a actina eucariota algumas das suas caracteristicas fundamentais.

l.4. Objetivo

Deste modo, na primeira parte deste trabalho pretende-se clonar o gene que codifica a
proteina MreB de M. hydrocarbonoclasticus no vetor de expressdo pET-22b(+), procedendo-se,
em seguida, a purificacdo da proteina MreB por centrifugacdes diferenciais e técnicas

cromatograficas (Cromatografia de troca anionica e filtracao em gel).

A proteina pura serd usada na caracterizag&o bioguimica e estrutural da MreB, usando
técnicas espetroscopicas, nomeadamente, espetroscopia de UV-Visivel, dispersdo de luz e
espetroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear, com a finalidade de determinar se a MreB
de M. hydrocarbonoclasticus tem a mesma capacidade de polimerizar/despolimerizar que a sua
homdloga eucariotica, e em que condi¢g8es, e qual o modo de interac¢do dos nuclettidos com a

proteina.

12
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II.1. Reagentes

Todos o0s reagentes utilizados sdo de elevado grau de pureza (analitico).
Apresentam-se 0s seus nomes, bem como as empresas que 0s comercializam e, quando

necessario, entre paréntesis acrescenta-se a sua descri¢cao ou a férmula quimica.

Acido acético (CH;COOH, Riedel), Acido Cloridrico (HCI, Panreac), Acrilamida (Merck),
Agar (BD), Agarose (nzytech), Ampicilina (Sigma), ATP (Adenosina-5-Trifosfato,
C10H1sN5013P3, Sigma), Azul de Bromofenol (Merck), Azul de Coomassie R-250 (Sigma),
Bisacrilamida (Sigma), B-Mercaptoetanol (Aldrich), Cloreto de Calcio (CaCl,, Merck), Cloreto de
Magnésio (MgCl,, Riedel), Cloreto de Potassio (KCl, Panreac), Cloreto de Sodio (NacCl,
Panreac), CTP (Citosina-5-Trifosfato, CgH;sN3O14P3, Sigma), EDTA 99% (acido
etilenodiaminotetracético, CyoHi6N,Og, Merck), Etanol (CH3;CH,OH, Merck), GTP
(Guanosina-5'-Trifosfato, C1oH16Ns014P3, Sigma), IPTG (Isopropil-p-D-tiogalactosideo, nzytech),
LB (do inglés, Luria Broth; 10 g/l Bactotriptona, 5 g/l Extracto de levedura, 10 g/l NaCl, pH 7,0,
nzytech), Glicerol (CsHgO3, Sigma), Hidréxido de Sddio (NaOH, Riedel-de Haen), Isopropanol
(C3HgO, Merk), Marcador de massas moleculares (Fermentas), Metanol (CH;OH, Sigma), PSA
(persulfato de amoénia, nzytech), SDS (Dodecilo Sulfato de Sédio, NaC,H,5S0,4, Merck), SOC
(do inglés, Super Optimal broth with Catabolite repression, 20 g/l Bactotriptona, 5 g/l extracto de
levedura, 10 g/l NaCl, 0,19 g/l KCI, 2,0 g/l MgCl, e 3,6 g/l Glucose), SYBR Safe (Invitrogen),
TEMED (N,N,N’,N’,tetrametilenodiamina, Fluka), Tricina (Sigma), Tris

(tris(hidroximetillaminometano, C4H;;NO3, Sigma).

[1.2. Procedimento experimental

11.2.1. Clonagem da MreB de Marinobacter hydrocarbonoclasticus

11.2.1.1. Alinhamento de sequéncias

O alinhamento de sequéncias permite analisar sequéncias primarias de ADN (Acido
Desoxirribonucleico) ou proteinas, sendo possivel identificar regides similares que possam ser
consequéncia de relagbes funcionais, estruturais ou evolucionarias®. Para se realizar o
alinhamento de sequéncias, obtidas através da base de dados da National Center for

Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), utilizou-se o programa informético

ClustalW2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw?/). Esta ferramenta calcula a melhor
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correspondéncia para as sequéncias selecionadas e alinha-as com base na semelhanca entre
bases azotadas ou residuos de aminoacidos, caso se trate de ADN ou proteina,
respetivamente. Deste modo, as identidades, semelhancas e diferencas entre as sequéncias

em analise podem ser facilmente identificadas.

No presente trabalho, alinharam-se as sequéncias em residuos de aminoacido da
proteina MreB de varias bactérias (Marinobacter hydrocarbonoclasticus, Escherichia coli,
Caulobacter crescentus, Bacillus subtilis e Thermotoga maritima), bem como as sequéncias em
nucledtidos correspondentes as regides codificantes do gene da MreB da bactéria
Marinobacter hydrocarbonoclasticus e da a-actina de musculo-esquelético humano (Homo

sapiens).

11.2.1.2. Reacdo em Cadeia da Polimerase

Uma vez que se sabia qual a sequéncia em nucledtidos da proteina de interesse (ver
seccdo I11.1.1. de Resultados e Discusséo), foi possivel a sua amplificagdo, recorrendo a uma
reacdo de PCR (do inglés Polymerase Chain Reaction; Reacdo em Cadeia da Polimerase). De
facto, as reacdes de PCR tém como objetivo a amplificagdo, em poucas horas e in vitro, do
fragmento de ADN de interesse, utilizando uma enzima que se liga a um determinado
segmento (oligonucleétido iniciador; primer) de uma cadeia para construir a cadeia

complementar®.

Para amplificar o gene que codifica a proteina MreB a partir do ADN gendémico de
Marinobacter hydrocarbonoclasticus, construiram-se os oligonucle6tidos iniciadores com as
zonas de restricdo para as enzimas EcoRI (MreB_FWD) e Xhol (MreB_RVS), assinaladas a

vermelho, através do programa informético OligoPerfect™ Designer

(http://tools.lifetechnologies.com/content.cfm?pageid=9716):

MreB_FWD: 5 — CCGGAATTCAATGTTAATCAAAAGACTCCGAGG — 3’ (Sigma);
MreB_RVS: 5' - CCAGCTCGAGTCATTACCCCTCCTGGGAGAAC — 3’ (Sigma),

com as caracteristicas apresentadas na Tabela Il.I. Nas Tabelas ILIl. e ILIIl. encontram-se
descritos a composicdo da reacdo de PCR e o programa de amplificacdo utilizado,
respetivamente. Utilizaram-se duas polimerases diferentes, sendo que a Taq DNA Polymerase
(Tag; 5 U/uL; GE Healthcare) foi utilizada nos testes em que se variou a concentracdo de
MgCl, e com o ADN gendmico (uma colbnia ou 1 pL de uma solugdo preparada previamente
com uma colénia fervida em 100 pL de agua durante 5 minutos) para um volume final de 25 pL,
enquanto a High Fidelity Taqg DNA Polymerase (HF Taq; 5 U/uL; Expand Long Range,
dNTPack, Roche) se usou apenas para um volume final de 50 pL, apés otimizadas as

condicdes.
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Tabela Il.I. Caracteristicas dos primers utilizados nas reacSes de PCR. MM — Massa Molecular, Tm —
Temperatura de melting (fuséo), % GC e ug/100uM.

Primer MM (Da) Tm (°C) % GC Hg/100pM
MreB_FWD 10159 75,6 42,4 435
MreB_RVS 9734 79,5 59,3 381

Tabela II.1l. Composicéo das reagfes de PCR utilizadas para amplificacdo do gene de MreB do genoma

de M. hydrocarbonoclasticus. Solu¢do Tampéao com 15 mM MgCl; (10x conc.; GE Healthcare), usado para
a enzima Taq DNA Polymerase ou Solu¢cdo Tamp&o com 12,5 mM MgCl, (5x conc.; Roche), usada para a
enzima High Fidelity Tag DNA Polymerase; dNTP’s (onde N = C, T, G ou A; [dNTP’s]siock = 2,5 mM);
primers MreB_FWD e MreB_RVS ([primers]stock = 10 uM); MgCl, (IMgClz]stock = 25 mM); e ADN polimerase
(Tag ou HF Tag; 5 U/uL). O volume final para a reagdo com a Taq e respetivo tamp&o e para os testes
com MgCl, e ADN genodmico foi de 25 pL e para a reagcdo com a HF Taq foi de 50 pL. O volume de
dNTP’s e de primers das rea¢cdes com um volume final de 25 ou 50 L, é apresentado a esquerda e a
direita da barra, respetivamente.

Reac¢des (volumes em pL)

Componentes #1

Solugdo Tampdo (10x conc.) 2,5

ou Solucdo Tampéo (5% conc.) 10
dNTP’s (2,5 mM) 2/4
Oligonucleétido MreB_FWD (10 pM) 25/5
Oligonucledétido MreB_RVS (10 pM) 25/5

ADN gendmico colénia/ 1

MgCl, (25 mM) 15

Taq DNA Polymerase (5 U/uL) ou 0,2

High Fidelity Tag DNA Polymerase (5 U/uL) 0,3

H,O até perfazer 25 ou 50 pL

Tabela ILIIl. Programa de amplificacdo utilizado em todas as reacdes de PCR descritas ao longo do
presente trabalho. Passo 1 — Desnaturacao inicial; 2 — Desnaturacéo; Passo 3 — Hibridacao; Passos 4 —
Extensdo; 6 — Extenséo final.

Passo Temperatura (°C) Tempo (min. seg)

1 95°C 5.0

2 95°C 0.45

3 55°C 0.45

4 72°C 2.0

5 Repeticdo dos passos de 2 a 4 (35 vezes)

6 72°C 10.0

7 4°C Pausa
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11.2.1.3. Eletroforese em gel de agarose

Para preparar o gel de agarose (Nzytech), esta foi dissolvida em tampdo de
eletroforese — TAE (Tris-Acetato-EDTA; 40 mM Tris-Acetato, 2 mM EDTA, pH 8,5). Segundo
Sambrook & Russel (2001), para que os fragmentos de ADN entre 0,5 e 10 kb sejam
eficientemente separados, a concentracéo de agarose indicada € de 1% (m/V), tendo sido esta

a concentracao utilizada.

Para dissolver a agarose, aqueceu-se a mistura até a solugdo ficar homogénea e
transparente. Colocou-se o tabuleiro da tina de eletroforese no respetivo suporte de preparacéo
do gel e verteu-se a agarose, ainda morna, no tabuleiro, até uma altura de aproximadamente 5

mm, tendo solidificado a temperatura ambiente.

Adicionou-se, num tubo de 1,5 mL, 5, 10 ou 12,5 uL de amostra ou 5 uL do marcador
de massas moleculares (constituido por fragmentos de ADN com 10000, 8000, 6000, 5000,
4000, 3500, 3000, 2500, 2000, 1500, 1000, 750, 500, 250 bp; Fermentas) e 5 uL de tampao de
amostra (azul de bromofenol, 2,5 mL de glicerol, 500 pL de SDS, 50 yuL de 1 M Tris-HCI, pH
8,0; Vina = 5 mL). Aplicaram-se as amostras no gel e aplicou-se uma voltagem de 100 V

durante, aproximadamente, 20 minutos.

O gel foi corado com um corante fluorescente, SYBR® Safe [1x conc. em solucdo
tampdo TAE (40 mM Tris-acetato, 1 mM EDTA, pH ~ 8,3)], durante aproximadamente 30
minutos, protegendo-se o gel da luz devido a fotossensibilidade do corante. O SYBR® Safe foi
desenvolvido especificamente para reduzir a mutagenicidade, quando comparado com o
brometo de etidio, comumente usado anteriormente; € um corante que se intercala entre as
bases dos acidos nucleicos, tem fluorescéncia de excitacdo maxima a 280 e 502 nm e uma
emissdo maxima de 530 nm®. Examinou-se o gel por exposicéo a luz ultravioleta e o registo foi

efetuado por um transiluminador (VWR, GenoSmart) com sistema de documentacao de gel.

11.2.1.4. Ligacdo entre o vetor pET-22b(+) e o fragmento de ADN de interesse

Para clonar o gene da MreB num vetor de expressédo (pET-22b(+)) para a posterior
sobre-expressédo da proteina, foi necessério, primeiramente, hidrolisa-lo com as enzimas de
restricdo de interesse (EcoRI e Xhol), purificar o vetor digerido e desfosforilar as extremidades,
para evitar a auto-ligacdo. Além disso, também o fragmento de ADN de interesse foi hidrolisado
usando as mesmas enzimas, tendo, de seguida, sido purificado, de acordo com o abaixo

descrito.
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11.2.1.4.1. Reacédo de hidrolise do vetor pET-22b(+) e do fragmento de ADN de interesse (gene

de MreB) com enzimas de restricdo

A reacao de hidrdlise do vetor pET-22b(+) e do fragmento de ADN que codifica para a
proteina MreB com as enzimas de restricdo EcoRI e Xhol teve como objetivos a linearizacéo do
vetor e a formacdo de extremidades coesivas que, por complementaridade, permitiiam a

posterior ligag@o do fragmento de interesse ao vetor de expressdo pET-22b(+).

Assim, apos a obtencdo do ADN plasmidico do vetor pET-22b(+) e do fragmento de
ADN de interesse, realizou-se a digestdo dos mesmos com as enzimas de restricao,
adicionando-se num tubo de 1,5 mL os componentes descritos na Tabela II.IV.; estes foram
incubados a 37 °C, durante 4 horas, e o resultado foi verificado por eletroforese em gel de

agarose (1%).

Tabela 1l.IV. Reacdo de hidrélise do vetor pET-22b(+) e do fragmento de ADN de interesse com as
enzimas de restricdo EcoRI e Xhol (10 U/uL; Invitrogen) em solucdo tampdo REact® 2 (10x conc.;
Invitrogen).

Componentes Volumes (pL)
Vetor pET-22b(+) / fragmento de ADN de interesse 20
EcoRI (10 U/uL) 1
Xhol (10 U/pL) 1
Solugéo tampéo REact® 2 (10x conc.) 5

H,O até 50 pL

11.2.1.4.2. Purificacdo do vetor pET-22b(+) e do fragmento de ADN de interesse

O kit comercial de purificagdo NZYGelpure (nzytech) foi concebido para a purificacdo
de ADN a partir de géis de agarose em tampao Tris-Acetato-EDTA (TAE) ou Tris-Borato-EDTA
(TBE) e para a purificacdo direta do produto das reagdes de PCR, podendo ser utilizado para
purificar fragmentos de ADN de 100 bp a 10 kb.

Este kit de purificagdo utiliza uma membrana de silica-gel que absorve seletivamente
fragmentos de ADN até 10 ug na presenca de soluges tampédo de ligagdo especializadas. A
agarose soluvel, os nucleétidos, os oligonucleétidos (< 30 nt), as enzimas, os 6leos minerais e
outras impurezas, ndo se ligam a membrana e séo lavados. Os fragmentos de ADN sdo, em
seguida, eluidos da coluna e podem ser utlizados para protocolos posteriores, sem

processamento adicional®.

O tampéo de ligacado contém um indicador de pH, que permite a avaliacdo do pH 6timo
para a ligacdo de ADN (pH < 7,5), sem interferir com a prépria ligagdo de ADN. A adsor¢ao do

ADN a membrana sé é eficiente a um valor de pH < 7,5 (mistura amarela). Se o valor de pH >
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7,5 (mistura laranja ou violeta), deve adicionar-se 10 uL de 3 M acetato de sédio, pH 5,0, e

misturar.

11.2.1.4.2.1. Purificac&o do vetor pET-22b(+) e do produto da reacdo de PCR

Para purificar tanto o vetor pET22b(+) como o produto resultante da reacdo de PCR,
transferiu-se o volume da mistura da reacédo (20 puL de pET-22b(+) e 45 uL do produto da
reacio de PCR) para um tubo de 1,5 mL e adicionou-se 5 volumes do Tampao de Ligacdo®;

misturou-se, por inversao, e centrifugou-se brevemente para coletar a amostra.

De seguida, adicionou-se a mistura acima na coluna de centrifugacdo da NZYTech e
deixou-se repousar durante 2 minutos (o volume méaximo de reservatorio da coluna é de 700
ML; para volumes de amostra superiores a 700 yL basta aplicar e centrifugar tantas vezes
quantas as necessarias); centrifugou-se durante 1 minuto a 14 324 xg e descartou-se o fluxo

atravessado pela coluna.

Para lavar a coluna, adicionou-se 600 yL do Tampdo de Lavagem e deixou-se
repousar na coluna durante 2 minutos; centrifugou-se durante 1 minuto a 14 324 xg e
descartou-se o0 fluxo atravessado pela coluna. Para secar a membrana da coluna de
centrifugacdo NZYTech do etanol residual, centrifugou-se, novamente, durante 1 minuto a 14
324 xg.

Por fim, para eluir o ADN, colocou-se a coluna de centrifugacdo NZYTech num novo
tubo de 1,5 mL e adicionou-se 30 yL do Tampao de Eluigr?\o2 no centro da coluna, a 55 °C, para
aumentar a eficacia da eluicdo e obter uma maior concentracdo de ADN (é essencial que o
Tampéo de Eluicdo seja aplicado diretamente no centro da coluna), incubou-se durante 2
minutos a temperatura ambiente e centrifugou-se a 11 000 xg. Para recuperar a maxima

quantidade de ADN repetiu-se o passo de elui¢do.

11.2.1.4.2.2. Purificagdo do ADN a partir do gel de agarose

A digestéo do produto de PCR correspondente & amplificacdo do gene da MreB com a
enzima EcoRI resultou, apés visualizacdo em gel de agarose, em mais do que um fragmento, o
que pode ser explicado pelo facto desta enzima possuir atividade “estrela” (star activity). Esta
atividade “estrela” ocorre quando as enzimas de restricdo hidrolisam sequéncias de
reconhecimento que sdo semelhantes — mas ndo idénticas — a sua sequéncia de
reconhecimento. Deste modo, para purificar o fragmento de ADN de interesse a partir do gel de
agarose, este foi excisado a partir do gel com um bisturi afiado e limpo e pesou-se, tendo-se
utilizado, de igual modo, o kit da nzytech acima mencionado, alterando-se apenas o protocolo

de purificagéog3.

! Tampao de Ligacdo — contém Tiocianato de guanidina. Deve-se usar luvas quando se utiliza este kit.
2 Tampéao de Eluicdo — solucéo de 10 mM Tris-HCI, pH 8,5.
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Assim, adicionou-se 300 pL do Tampao de Ligagdo por cada 100 mg de gel,
incubou-se a 50 °C durante 10 minutos, agitou-se ocasionalmente até a agarose estar
completamente dissolvida, e verificou-se que a mistura apresentava uma tonalidade amarela
(semelhante a cor do Tampao de Ligacao), ndo sendo, por isso, necessario acertar o valor do
pH.

Para finalizar esta etapa, antes de se colocar a coluna de centrifugacdo NZYTech num
tubo de recolha de 2 mL, adicionou-se um volume de isopropanol a amostra (por exemplo: para
uma por¢cdo de gel que pese 125 mg s&o necessarios 125 puL de isopropanol) e

homogeneizou-se.

Aplicou-se a mistura acima na coluna de centrifugacdo NZYTech e deixou-se repousar
durante 1 minuto; centrifugou-se durante 1 minuto a 14 324 xg e descartou-se o fluxo

atravessado pela coluna.

Para lavar a coluna e para eluir o ADN, o procedimento efetuado é idéntico ao da

purificagdo do vetor (digerido e ndo digerido) e do produto da reacdo de PCR.

11.2.1.4.3. Desfosforilacdo do vetor pET-22b(+)

Para evitar a auto-ligacdo do vetor pET-22b(+) digerido com as enzimas de restricdo
EcoRI e Xhol e purificado de acordo com o acima descrito, € necessario desfosforilar as
extremidades 5 — fosfato (5’ — P), utilizando a enzima fosfatase alcalina que remove 0s grupos
fosfato da extremidades 5 das moléculas de ADN, substituindo-os por grupos hidroxilo (5" —
OH). A desfosforilacdo do vetor pET-22b(+) foi realizada utilizando as condi¢Bes descritas na
Tabela 1I.V. A reacdo de desfosforilagdo foi incubada a temperatura ambiente durante 30
minutos e, posteriormente, a 65 °C durante 15 minutos, para inativar a enzima fosfatase

alcalina.

Tabela I.V. Reacdo de desfosforilagdo do vetor pET-22b(+) digerido e purificado, utilizando a enzima
fosfatase alcalina (1 U/uL; Promega) e a solugéo tampao de desfosforilagdo (10x conc.; Promega).

Componentes Volumes (pL)
pET-22b(+) digerido com EcoRI e Xhol e purificado 5
Fosfatase alcalina (1 U/pL) 1
Solucéo tampéo de desfosforilagdo (10x conc.) 1

H,O até 10 uL

19



Capitulo 1l Materiais e Métodos

11.2.1.5. Reacdo de ligacdo do fragmento de interesse digerido e purificado ao vetor

pET-22b(+) digerido, purificado e desfosforilado

A reacdo de ligacdo do fragmento de interesse ao vetor de expressao linearizado
envolve a formacgao de ligagdes fosfodiéster entre os residuos 5’ — P e 3’ — OH, que podem ser
catalisadas por duas ligases diferentes: E. coli ADN ligase e ADN ligase isolada do

bacteriéfago T4*,

O kit comercial utilizado (Rapid DNA Ligation; Roche) permite ligar rapidamente ADN
com extremidades cegas ou extremidades coesivas. Dependendo da concentracdo de ADN na
reacdo, os produtos de ligacdo podem ser circulares (se a concentracdo de ADN for baixa) ou
concatemeéricos, ou seja, longas moléculas continuas que contém multiplas cépias da mesma

sequéncia de ADN ligadas em série (se a concentracdo de ADN for elevada)®.

A reacdo de ligacdo ao vetor de expressdo pET-22b(+) foi realizada utilizando as
condi¢des descritas na Tabela 1.VI. A reacdo de ligacéo foi incubada a temperatura ambiente

durante 15 minutos.

Tabela I1.VI. Reacgdo de ligacédo do fragmento de ADN de MreB digerido e purificado ao vetor pET-22b(+)
digerido, purificado e desfosforilado em solugdo tampé&o de diluicdo de ADN (5x conc.; Roche), a qual foi,
posteriormente, adicionada a enzima T4 DNA Ligase (5 U/uL; Roche) e a respetiva solugdo tampéo de
ligagdo (2x conc.; Roche).

Componentes Volumes (pL)
Vetor pET-22b(+) digerido, purificado e desfosforilado 1
Fragmento de ADN de MreB digerido e purificado 6
Solugdo Tampéo de Diluicdo de ADN (5x conc.) 2

H,O até 10 pL

Solugcdo Tampdo de Ligacdo da T4 DNA Ligase (2x conc.) 10
T4 DNA Ligase (5 U/uL) 1

A correta ligacdo foi analisada através de um gel de agarose, sabendo que o produto
resultante teria que possuir uma massa molecular correspondente & soma das massas do vetor
e do fragmento de interesse (6600 bp). Além disso, a digestdo do produto da reagéo de ligagcdo
com as enzimas EcoRI e Xhol teria que resultar na visualizacéo, em gel de agarose, de duas
bandas, correspondentes as massas moleculares do vetor pET-22b(+) linearizado e do gene da
MreB (aproximadamente 5500 bp e 1100 bp, respetivamente). Esta digestdo de confirmacéo foi
realizada de forma semelhante ao descrito na secc¢do 11.2.1.4.1. do presente capitulo,
adicionando-se num tubo de 1,5 mL os componentes descritos na Tabela II.VIIl.; estes foram
incubados a 37 °C, durante 1 hora, e o resultado foi verificado por eletroforese em gel de

agarose 1% (ver seccao 11.2.1.3. dos Materiais e Métodos).
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Tabela IL.VIl. Reagdo de hidrdlise do ADN plasmidico do fragmento de interesse inserido no vetor
pET-22b(+) com as enzimas EcoRI e Xhol (10 U/uL; Fermentas) e a solu¢do tampdo Tango (2x conc.;
Thermo Scientic) de modo a verificar a correta inser¢éo do fragmento de ADN de interesse no vetor.

Componentes Volumes (pL)
Vetor pET-22b(+) + fragmento de ADN de interesse 3,5
EcoRI (10 U/pL) 0,25
Xhol (10 U/pL) 0,25
Solucéo tampédo Tango (2x conc.) 2

H,O até 10 pL

11.2.1.6. Preparacdo de meios de cultura

Para preparar o meio de cultura LB (do inglés, Luria Broth; 10 g/L Bactotriptona, 5 g/L
Extrato de levedura, 10 g/L NaCl, pH 7,0), dissolveu-se LB em agua destilada numa razéo de
1:40 (LB:dH,0) (m/V). No caso dos meios de cultura conterem também agar, este é adicionado
a solucd@o anterior numa razao de 1:50 (m/V). Ambas as solu¢des séo preparadas em frascos
de Schott.

De seguida, o meio de cultura foi autoclavado a 120 °C, durante 20 minutos e

armazenado a temperatura ambiente.

Sempre que necessario, adicionou-se 0,1% (V/V) de ampicilina ([AMplswe = 100
mg/mL) aos meios de cultura, tomando as devidas precaugfes, uma vez que temperaturas

elevadas promovem a inativacéo do antibiético.

11.2.1.7. Transformacdao de células competentes

A transformacdo de bactérias consiste na introducdo de um vetor plasmidico, que
contenha o gene de interesse em bactérias desprovidas de qualquer ADN desta natureza
(bactérias competentes). O objetivo desta técnica consiste em obter milhares de cépias do

vetor introduzido na bactéria e, assim, do gene de interesse®®?’.

11.2.1.7.1. Obtencao de células competentes

Para se obter as células competentes One Shot® BL21(DE3) e One Shot® TOP10
(Invitrogen) inoculou-se 5 mL de meio LB com 5 pL de células e incubou-se durante,
aproximadamente, 16 horas a 37 °C, 210 rpm. De seguida, inoculou-se 100 pL de cultivo em 5
mL de meio LB, deixou-se as bactérias crescerem na incubadora a 37 °C, 210 rpm e
monitorizou-se o0 crescimento através da leitura da densidade 6&tica (D.O.) num

espetrofotémetro (Shimadzu UV-160A) a um comprimento de onda de 600 nm (D.O.g00 nm)-
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A leitura da densidade 6tica € realizada a 600 nm porque 0s microrganismos podem
conter inlmeras macromoléculas que absorvem a luz, incluindo ADN (254 nm), proteinas (280
nm), citocromos (400 — 500 nm) e possiveis pigmentos celulares. Ao medir a densidade o6tica
das bactérias por dispersédo de luz, o ideal é escolher um comprimento de onda onde a
absorgdo € minima e, para a maioria das culturas bacterianas, os comprimentos de onda em
torno de 600 nm s&o uma boa escolha. Em bactérias a este comprimento de onda a absorcao é
minima, de modo a que seja possivel medir a dispersdo de luz de amostras turvas, que é

proporcional & densidade celular®.

Quando a D.O.ge nm = 0,3, transferiu-se as células para tubos de 2 mL estéreis, e
centrifugou-se durante 10 minutos a 825 xg (a temperatura ambiente). De seguida,
desprezou-se o sobrenadante, adicionou-se ao sedimento, aproximadamente, 2 mL de 0,1 M
CaCl, autoclavado e gelado (0 °C) e ressuspendeu-se gentiimente. Incubaram-se as bactérias
ressuspendidas durante 20 minutos no gelo e centrifugou-se durante 10 minutos a 825 xg,
adicionou-se 0,5 mL de 0,1 M CaCl, autoclavado e gelado (0 °C) com 15% de glicerol (para
posterior armazenamento a -80 °C) ao sedimento e ressuspendeu-se gentilmente. Apds este
processo, as células encontram-se prontas para serem transformadas. Por fim, fizeram-se
aliquotas de 50 ou 100 pL, em tubos de 1,5 mL e armazenou-se a -80 °C, para que toda a
composicao das células permanecesse inalterada, preservando a sua competéncia e para que

a sua viabilidade fosse mantida por tempo indefinido®.

11.2.1.7.2. Reacao de Transformacao

As células competentes One Shot® BL21(DE3) (Invitrogen) sdo ideais para utilizagcbes
em sistemas de expressao baseados no promotor do bacteriéfago T7 (por exemplo pET) que
foi modificado para conter um operdo lac. Para a expressdao do gene, é necessario 0
suprimento com a T7 RNA Polymerase, fornecido pela estirpe E. coli BL21(DE3), que, quando
se encontra em quantidade suficiente, se liga ao promotor T7 e transcreve o ADN clonado no
vetor pET, produzindo grandes quantidades de ARNm (ARN mensageiro) que €, entdo,
utilizado pela bactéria para produzir grandes quantidades da proteina recombinante™®. As
proteinas recombinantes que néo sao téxicas para E. coli sdo geralmente expressas em niveis

mais elevados em células BL21(DE3) do que noutro tipo de células da estirpe BL21.

A bactéria BL21(DE3) é uma estirpe lisogénica obtida pela infecdo da estirpe E. coli
BL21 pelo fago DE3, um derivado do fago A, que contém clonado o gene da T7 RNA
Polymerase sob o controlo do promotor lacUV5, sendo capaz de produzir a T7 RNA

Polymerase, quando o promotor lacUV5 é induzido com IPTG adicionado ao meio de cultura.

As estirpes BL21 tém dois atributos importantes que as tornam ideais para a expressao
da proteina: marcadores genéticos importantes e indutibilidade da expressao da proteina. Os

marcadores genéticos mais importantes ajudam o ARN e/ou proteinas recombinantes a
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acumularem-se até niveis elevados sem degradacdo, enquanto a indutibilidade ajuda a

minimizar os efeitos téxicos de algumas proteinas recombinantes™*.

As células competentes One Shot® TOP10 (Invitrogen) séo ideais para a clonagem de
alta eficiéncia e propagacdo de plasmideo. Permitem a replicacdo estavel de plasmideos de
elevado ndimero de cépias (high-copy number). Estas células maximizam a eficiéncia de
clonagem num Unico tubo e proporcionam maior capacidade de clonagem de ADN

plasmidico'%%.

Para além das células One Shot® BL21(DE3) e One Shot® TOP10 (Invitrogen)
tornadas competentes da forma acima indicada, nas reacdes de transformacao foram também

utilizadas as células competentes NovaBlue GigaSingles™ (Novagen).

As células competentes NovaBlue GigaSingles™ (Novagen) produzem mais de 1 x 10°
cfu/ug de ADN plasmidico (do inglés, colony-forming unit, unidades formadoras de col6nias;
refere-se a viabilidade das bactérias), sendo ideais para clonagem de alta eficiéncia, pois
permitem a preparacdo de ADN plasmidico de alta qualidade, sdo faceis de utilizar neste

formato e séo preparadas utilizando um método quimico otimizado™®.

Deste modo, para transformar as células competentes One Shot® BL21(DE3) e One
Shot® TOP10 (Invitrogen) descongelou-se uma aliqguota das mesmas em gelo e, a chama,
adicionou-se 1 pL de plasmideo a 50 pL de células competentes One Shot® BL21(DE3) ou
One Shot® TOP10 (Invitrogen).

Incubou-se a reagdo no gelo durante, aproximadamente, 30 minutos. De seguida,
submeteram-se as células a um choque térmico num banho a 42 °C durante 40 segundos, sem
agitar; transferiu-se imediatamente a reacdo para o gelo e incubou-se durante 2 minutos;
adicionou-se mais 200 uL de meio de cultura SOC (20 g/L Bactotriptona, 5 g/L Extrato de
Levedura, 10 g/L NaCl, 0,19 g/L KCI, 2,0 g/L MgCl, e 3,6 g/L Glucose) a temperatura ambiente;
incubou-se numa incubadora (HT Infors) com agitacdo orbital, a 37 °C, 210 rpm, durante 60
minutos e, por fim, plaqueou-se diferentes volumes (100 e 150 pL) do produto de
transformacéo em placas de LB-agar suplementadas com Ampicilina (100 pg/mL, para selecédo

do plasmideo) e colocou-se as mesmas na estufa durante 16 a 18 horas, a 37 °C.

Por outro lado para transformar as células competentes NovaBlue GigaSingles™
(Novagen) descongelou-se uma aliquota das mesmas em gelo (25 yL) e adicionou-se 7 yL do

produto da reacdo de ligacdo (ver sec¢éo 11.2.1.5. dos Materiais e Métodos).

Incubou-se a reacdo no gelo durante aproximadamente 5 minutos. De seguida,
submeteram-se as células a um choque térmico num banho a 42 °C durante 30 segundos, sem
agitar; transferiu-se imediatamente a reacdo para o gelo e incubou-se durante 2 minutos;
adicionou-se mais 250 pyL de meio de cultura SOC a temperatura ambiente; incubou-se numa
incubadora (HT Infors) com agitacdo orbital, a 37 °C, 210 rpm, durante 30 minutos e, por fim,
plagueou-se diferentes volumes (100 e 180 uL) do produto de transformacdo em placas de

LB-agar/Amp e colocou-se as mesmas na estufa durante 16 a 18 horas, a 37 °C.
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A insercdo do vetor produzido em células One Shot® por transformacdo e o
crescimento em meio sélido LB/Amp possibilita o aparecimento de colénias bacterianas de cor

branca.

A ampicilina foi utilizada pois permite a selecdo das bactérias transformadas: apenas
as bactérias transformadas, ou seja, que possuam o vetor plasmidico no seu interior,

apresentam resisténcia a este antibiotico.

11.2.1.8. Isolamento de ADN plasmidico

Para se isolar o ADN plasmidico utilizou-se o kit comercial (NZYMiniprep kit — nzytech).
Este método utiliza uma coluna de afinidade que se baseia na lise alcalina, sendo que a
purificacdo do ADN é efetuada por passagem da mistura por uma coluna contendo uma resina
insolivel que tem a propriedade de fixar seletivamente o ADN. Por lavagens da resina com
uma solugdo com etanol, para o manter insolubilizado, purifica-se o ADN, que &,

posteriormente, eluido com agua™®.

De acordo com o protocolo do fornecedor, sedimentou-se aproximadamente 5 mL de
cultura de células, contendo o plasmideo que se pretendia isolar, num tubo de 1,5 mL através
de centrifugacéo, durante 40 segundos a 14 324 xg numa microcentrifuga (1-15P Sartorius,

Sigma, rotor 12124), eliminando-se o sobrenadante.

Posteriormente, para ocorrer a lise celular, ressuspendeu-se as células em 250 pL do
tampéo A1®, misturando-se vigorosamente. Adicionou-se 250 pL do tampao A2*, misturou-se
delicadamente, invertendo o tubo 6 a 8 vezes, e incubou-se a temperatura ambiente durante,

no maximo, 4 minutos.

Neutralizou-se a solucdo adicionando 300 pL de tampé&o A3® e misturou-se gentilmente,
invertendo o tubo 6 a 8 vezes, e centrifugou-se a mistura a temperatura ambiente, durante 10
minutos a 14 324 xg.

Colocou-se a coluna NZYtech num tubo de recolha de 2 mL, aplicou-se o sobrenadante
proveniente da Ultima centrifugacdo na coluna e centrifugou-se durante 1 minuto a 14 324 xg;
esvaziou-se o tubo de recolha e reintroduziu-se a coluna. Para lavar a membrana de silica da
coluna, adicionou-se 500 pL de tampéao AY®, centrifugou-se a 14 324 xg durante 1 minuto e
esvaziou-se 0 tubo coletor. Adicionou-se 600 L do tamp&o A4’, centrifugou-se a 14 324 xg
durante 1 minuto, esvaziou-se novamente o tubo coletor e centrifugou-se mais uma vez, a 14
324 xg, durante 2 minutos, de modo a eliminar vestigios do tampao A4 e secar a membrana de

silica da coluna.

® Tamp&o Al — 50 mM Tris-HCI pH 8,0, 10 nM EDTA, 100 ug/mL ribonuclease.
* Tamp&o A2 — 200 mM NaOH, 1% p/V SDS.

> Tampao A3 — acetato e hidrocloreto de guanidina.

6 Tampéo AY — hidrocloreto de guanidina.

" Tampao A4 — Tris-HCI, NaCl, EDTA e etanol
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Para eluir o ADN, colocou-se a coluna num novo tubo de 1,5 mL e adicionou-se 30 uL
de agua estéril, a uma temperatura de aproximadamente 60 °C, no centro da coluna.
Incubou-se 1 minuto a temperatura ambiente, centrifugou-se a 14 324 xg durante 1 minuto e,
para o rendimento ser maior, voltou a colocar-se o volume eluido na coluna e centrifugou-se a
14 324 xg durante 2 minutos. Por fim, analisou-se o resultado em eletroforese de gel de

agarose a 0,8% (ver seccao 11.2.1.3. dos Materiais e Métodos).

ApOs a obtencdo do ADN plasmidico, procedeu-se, entdo, a digestédo total do mesmo
com as enzimas de restricdo EcoRIl e Xhol, de acordo com o procedimento descrito nas
seccles 11.2.1.4.1. e 11.2.1.5. dos Materiais e Métodos, tendo como objetivo garantir que, apés a
ligacdo do fragmento de ADN de interesse ao vetor de expressdo pET-22b(+), transformacéo
em células competentes NovaBlue GigaSingles™ e obtencéo do ADN plasmidico, o fragmento
de ADN de interesse estava inserido corretamente no vetor pET-22b(+) para que,
posteriormente, fosse possivel enviar para sequenciacao (StabVida). O resultado foi verificado

por eletroforese em gel de agarose 1% (ver secc¢éo 11.2.1.3. dos Materiais e Métodos).

I1.2.2. Sobre-expressdo da MreB de Marinobacter hydrocarbonoclasticus

11.2.2.1. Testes de expressédo

Para se saber quais as condi¢bes 6timas de crescimento, selecionou-se uma colénia
transformante [células One Shot® BL21(DE3) contendo o plasmideo de interesse (pET-22b(+)
+ gene de MreB)] para o pré-in6culo em 50 mL de meio de cultura LB (nzytech), contendo 0,1%
(V/V) de ampicilina ([Amplswek = 100 mg/mL) e, posteriormente, incubou-se numa incubadora
(HT Infors) com agitacdo orbital, a 37 °C, 210 rpm, durante aproximadamente 16 horas.
Posteriormente, inoculou-se 1 mL do pré-inéculo em 50 mL de LB, incubou-se a 37 °C, 210
rpm, durante aproximadamente 2 horas, e monitorizou-se o crescimento através da leitura da
densidade dtica a 600 nm no espetrofotémetro (Shimadzu UV-160A). Quando a D.O.gp0 nm =
0,6, removeram-se as células, induziu-se com diferentes concentra¢des de IPTG (0; 0,1; 0,5; 1
mM) e incubou-se a 25 ou 37 °C, 190 rpm, monitorizando-se, mais uma vez, 0 crescimento
através da leitura da D.O.g00 nm, de hora a hora, até as 7 horas, e, por fim, 22 horas ap6s
inducdo com IPTG. Repetiu-se 0 mesmo procedimento descrito anteriormente, realizando-se a
inducdo quando a D.O.g0 nm = 1,5. Recolheram-se amostras a cada instante, as quais foram,
de seguida, analisadas por eletroforese de proteinas em gel de poliacrilamida em condigfes
desnaturantes, de modo a determinar quais as condi¢bes 6timas em que a proteina MreB é

expressa.
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11.2.2.2. Eletroforese de proteinas em géis de poliacrilamida

11.2.2.2.1. Eletroforese em condicées desnaturantes

Os géis de poliacrilamida realizados em condi¢cdes desnaturantes (SDS-PAGE, do
inglés Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis), em solucdo tampéo
Tris-Tricina, foram preparados como descrito no Anexo |, Tabela Al.l, sendo o gel de
separacado constituido por uma solucédo de acrilamida/bisacrilamida (Merck) a 12,5% (m/V) e o

gel de concentracao por 4% (m/V) dessa mesma solucao.

As amostras e 0 marcador de massas moleculares [constituido por uma mistura de sete
proteinas nativas: $-galactosidase (116 kDa), Albumina de soro bovino (66,2 kDa), Ovalbumina
(45 kDa), Lactato Desidrogenase (35 kDa), REase Bsp981 (25 kDa), B-lactoglobulina (18,4
kDa) e Lisozima (14,4 kDa); Thermo Scientific] foram previamente fervidos durante 5 minutos,

ja com o tampédo de amostra adicionado (Anexo |, Tabela Al.ll.) e, em seguida, aplicados no

gel.

As eletroforeses foram realizadas durante cerca de 1 hora, a 150 V, usando-se uma
solugédo de 0,2 M Tris-HCl, pH 8,9, no compartimento anddico, e outra de 0,1 M Tricina, 0,1 M
Tris-HCI, pH 8,25 e 0,1% SDS (m/V), no compartimento catddico. Apoés finalizar a eletroforese,
os géis foram corados para visualizacdo das bandas de proteina por coloragdo com Azul de
Coomassie (ver seccao 11.2.2.2.2. do presente capitulo).

11.2.2.2.2. Revelacdo dos géis

Os géis foram corados para determinag¢édo do conteldo proteico com uma solugdo de
Azul de Coomassie R-250, durante cerca de 30 minutos, e descorados com uma solucao
aguosa composta por acido acético glacial a 7,5% (V/V) e metanol a 45% (V/V). Os géis,
depois de corados e descorados, 0 que permite a revelacdo das amostras proteicas separadas
de acordo com a sua massa molecular, foram fotografados sob luz branca num transiluminador

(VWR, GenoSmart) com sistema de documentacgéo de gel.

11.2.3. Purificacao da MreB de Marinobacter hydrocarbonoclasticus

11.2.3.1. CondicOes de Crescimento

Determinadas as condi¢cdes Otimas de sobre-expressdao da MreB, realizou-se um
crescimento em larga escala, de modo a obter quantidades de proteina adequadas ao

desenvolvimento dos estudos subsequentes de caracterizagao.

Deste modo, selecionou-se uma colonia transformante para o pré-indéculo em 150 mL
de meio de cultura LB (nzytech), contendo 0,1% (V/V) de ampicilina ([Amp]swc = 100 mg/mL) e,

posteriormente, incubou-se numa incubadora (HT Infors) com agitacdo orbital, a 37 °C, 210
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rpm, durante aproximadamente 16 horas. Para o crescimento foram preparados 6 L do mesmo
meio de cultura, que foram inoculados com a cultura bacteriana numa diluicdo de 1:50. A
cultura celular foi incubada durante, aproximadamente, 4 horas, a 37 °C, 210 rpm, até a D.O.gy
am = 0,6, altura em que se induziu com 0,5 mM de IPTG e se alterou a agitagdo para 190 rpm.
Recolheram-se amostras ao longo do tempo (de hora a hora), para registo da densidade 6ética
a 600 nm (D.0O.600 nm)-

A massa celular foi recolhida por centrifugacdo, apés 26 horas, numa centrifuga
BECKMAN COULTER™ (Avanti® J-26 XPI), rotor JA-10, a 6 371 xg, durante 8 minutos e a
temperatura de 6 °C. As células foram ressuspendidas em 20 mM Tris-HCI, pH 7,6, 0,2 mM
CaCl,, numa proporcdo aproximada de 0,5 gramas de células/mL de solucdo tampéo, e
armazenadas a -80 °C durante, aproximadamente, 30 minutos, enquanto o sobrenadante foi

descartado.

De seguida, a massa celular obtida anteriormente foi descongelada e partiram-se as

células com o auxilio da French Press (Thermo scientific), a 1250 psi.

A French Press é utilizada para isolamento de proteinas e outros componentes
celulares. Neste equipamento, a célula de pressédo rompe as paredes celulares e a membrana
plasmética de uma amostra, deixando o nucleo da célula intacto, o que resulta numa disrupgao

uniforme e completa.

A amostra obtida no passo anterior foi, ainda, ultracentrifugada numa ultracentrifuga
BECKMAN COULTER™ (rotor 45 Ti), a 138 000 xg, durante 1 hora e 10 minutos, a 4 °C. O
sobrenadante (fracdo citoplasmética) foi, posteriormente, utilizado para purificar a proteina em

estudo, a MreB.

11.2.3.2. Purificacdo da MreB

Todo o procedimento de purificacdo foi efetuado a 4 °C, utilizando um sistema de High
Performance Liquid Cromatography (HPLC) AKTAprimeT'\’I plus (GE Healthcare) e a

absorvancia foi monitorizada ao comprimento de onda de 280 nm.

A fracdo citoplasmética obtida como descrito anteriormente (ver secc¢do 11.2.3.1.),
contendo a MreB, foi purificada através de uma cromatografia de troca anidnica, onde as
proteinas sdo separadas de acordo com a sua carga, usando como fase estacionaria, ou
resina, a DEAE Fast Flow (GE Healthcare) (dimensdes da coluna = 33 cm x 2,6 cm g,
aproximadamente 180 mL), que contém grupos carregados positivamente, ideal para separar
proteinas carregadas negativamente. A resina foi equilibrada com trés volumes de coluna de
20 mM Tris-HCI, pH 7,6 e 0,2 mM CaCl, e a fragcéo foi aplicada a um caudal de 4,0 mL/min. As
proteinas existentes na amostra, ao passarem através da coluna empacotada com a resina
contendo grupos de carga i6nica de sinal oposto, vao ficando adsorvidas a esta, consoante a

sua afinidade eletrostatica para os grupos funcionais da resina. As proteinas da amostra que
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nao possuem carga ou cuja carga seja idéntica a da resina ndo ficam adsorvidas a matriz e sdo
eluidas com o mesmo tampao (de baixa forca i6nica), antes de se iniciar o gradiente. Para
remover as proteinas que ficaram adsorvidas a coluna, aumentou-se gradualmente a forca
ibnica do tampao de eluicdo, efetuando-se um gradiente salino com NaCl de 0 a 500 mM, em
20 mM Tris-HCI, pH 7,6 e 0,2 mM CaCl,, durante aproximadamente 225 min (5 volumes de
coluna), a um caudal de 4,0 mL/min. O gradiente salino pode fracionar as proteinas adsorvidas
de acordo com a intensidade das suas cargas, que € dada pela diferenga entre os seus pontos

isoelétricos (pl) e o valor de pH do tampéo de eluicdo™®.

As fracdes que continham a MreB foram reunidas e, posteriormente, concentradas
através de uma membrana com um poro de 30 000 MWCO (do inglés, Molecular Weight
Cut-Off, menor massa molecular das proteinas retidas pela membrana) de polietersulfona
(PES) (Vivacell 70; Sartorius), a uma presséo de 3 bar (45 psi), a 4 °C.

No segundo passo de purificacdo foi utilizada uma cromatografia de exclusdo molecular
(filtracdo em gel), onde as proteinas sé@o separadas de acordo com o seu raio hidrodindmico,
usando-se como matriz a Superdex 75 (GE Healthcare) (Dimensfes da coluna = 55 cm x 2,6
cm g, aproximadamente 290 mL), constituida por granulos que possuem poros, de dimensdes
controladas, no seu interior, tendo sido equilibrada com trés volumes de coluna de tampé&o 20
mM Tris-HCI, pH 7,6 e 0,2 mM CaCl,. As proteinas da amostra de pequenas dimensdes entram
em todos os poros, as de tamanho intermédio entram em alguns poros e as de grandes
dimensdes séo excluidas de todos os poros, sendo eluidas com o mesmo tampéo (20 mM
Tris-HCI, pH 7,6 € 0,2 mM CaCIz)lOS.

A presenca da proteina MreB nas diferentes fragdes recolhidas durante o processo de
purificagdo foi confirmada através de géis de poliacrilamida 12,5% (m/V) em condicdes
desnaturantes, corados com Azul de Coomassie R-250 (ver composi¢do no Anexo |, Tabela

AlLlIll.), de acordo com o procedimento descrito na secc¢éo 11.2.2.2.1.

11.2.3.3 Quantificacdo da proteina

11.2.3.3.1. Método de Lowry

A gquantificacdo da proteina MreB apds purificacao foi realizada através do método de
Lowry, um método colorimétrico caracterizado pela reacao do reagente Biureto, reacéo esta
que se traduz na reducdo do cobre de Cu®*" a Cu'. Neste método, a detecéo de Cu” é realizada
através da reacao do reagente Folin-Ciocalteau (molibdato, tungstato e acido fosférico) que,
quando reduzido, forma um complexo com forte absor¢do a um comprimento de onda de 750

nm.

A proteina padréo utilizada foi a albumina de soro bovino (BSA) da Sigma-Aldrich®, a

partir da qual é possivel representar uma reta de calibragdo numa gama de concentracdes
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compreendidas entre 0 e 0,30 mg/mL, preparada em agua Milli-Q, de acordo com o

apresentado no gréfico da Figura 111.27. A MreB foi também diluida com agua Milli-Q.

O procedimento consiste em adicionar 400 pL do reagente Biureto (composicao no
Anexo Il) a 100 uL de amostra (proteina padrdo e amostras em estudo), agitar e incubar a
temperatura ambiente durante 10 minutos. Em seguida, adicionar 3,5 mL de Na,CO; 2,3%
(m/V) (Panreac), agitar e adicionar, por fim, 100 uL do reagente Folin-Ciocalteau (Merck).
Agita-se novamente e incuba-se durante 30 minutos, a temperatura ambiente. Apos este
periodo, mede-se a absorvancia ao comprimento de onda de 750 nm, ao qual o complexo
formado absorve.

A concentracdo da proteina MreB é determinada por interpolacdo a partir da reta de
calibracdo obtida a partir dos valores de absorvancia das amostras de BSA de diferentes

concentracdes (Abs7so nm = [MreB] (mg/mL) + b).

11.2.3.3.2. Método de BCA

O método colorimétrico que utiliza o &cido bicinconinico (BCA) consiste na detegdo e
guantificacdo colorimétrica de proteinas totais. Este método combina duas reacdes: a reducao
do cobre (Cu2+—> Cu") pela proteina em meio alcalino (reacdo de biureto) e a coordenacdo do
i#o Cu” a duas moléculas do reagente BCA, originando uma solugdo de cor purpura. A
quantidade de cobre que se reduz é proporcional & proteina presente, tendo-se demonstrado
que a cisteina, o triptofano, a tirosina, a cistina e a ligacdo peptidica sdo capazes de reduzir
Cu®* a Cu*. O BCA forma um complexo molecular com o Cu’ que exibe um méximo de
absorvancia a 562 nm.

Para este ensaio foi utilizado o kit Bicinchoninic Acid Assay (Sigma) de acordo com o
protocolo comercial (Bicinchoninic Acid Protein Assay Kit - Product Code: BCA1 AND B9643,
Sigma). A proteina utilizada como padréo foi a Albumina de Soro Bovino (BSA) preparada com
concentracdes entre 0 e 0,3 mg/mL a partir da solugéo stock de 2 mg/mL. A todas as amostras
(50 pL) foi adicionado 1 mL do reagente BCA (solucdo 4% (m/V) de sulfato de cobre (Il)
pentahidratado e a solucdo de acido bicinconinico, carbonato de sédio, tartarato de sodio e
bicarbonato de sédio em 0,1 N NaOH, pH 11,25, na proporgdo 1:50) e incubou-se durante 30
min a 37 °C. A leitura da absorvancia a 562 nm, utilizando um espetrofotometro (Shimadzu UV-
160A), permitiu representar as absorvancias obtidas em fung¢éo das concentragbes da proteina
padrdo. A concentracdo da proteina MreB €, igualmente, determinada por interpolagdo a partir
da reta de calibracdo obtida a partir dos valores de absorvéncia das amostras de BSA de

diferentes concentrac¢des (Absso nm = [MreB] (mg/mL) + b).
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I1.2.4. Caracterizacdo Bioquimica e Estrutural da MreB

11.2.4.1. Determinacdo do Coeficiente de Extincdo Molar

Para determinar o coeficiente de extingdo molar (€) realizou-se uma titulacdo, por
espetroscopia de Ultravioleta-Visivel (UV-Vis), de diferentes concentracées de MreB (0; 0,5; 1;
2; 5; 7,5; 10; 15; 20; 25 pyM) em 20 mM Tris-HCI, pH 7,6, 0,2 mM CaCl, e 0,2 mM ATP,
tendo-se, de seguida, representado graficamente os valores de absorvancia ao comprimento
de onda de 280 nm em funcdo das concentracdes de MreB, tendo sido o coeficiente de
extincdo molar determinado a partir da reta AbSygy nm = € X [MreB] x b (onde b representa o
percurso 6tico, sendo, neste caso, igual a 1 cm).

11.2.4.2. Determinacdo da massa molecular

11.2.4.2.1. Cromatografia de Filtracdo em Gel

A massa molecular da MreB foi determinada por cromatografia de exclusdo molecular,
utilizando uma coluna Superdex 200 10/300 GL (GE Healthcare) equilibrada com 50 mM
Tris-HCI, pH 7,6 e 150 mM NaCl a um fluxo de 0,5 mL/min.

Para o efeito, foram usadas proteinas padréo, constituintes do kit de calibracdo de
filtracdo em gel (GE Healthcare), cuja massa molecular é conhecida, preparadas de acordo
com o protocolo fornecido pela marca (Tabela II.VIIl.). Para esse fim, foram realizadas duas
misturas de padrfes: Mix A — Ribonuclease A / Ovalbumina / Aldolase e Mix B — Ribonuclease

A/ Conalbumina / Ferritina.

Tabela I.VIIl. Proteinas do kit de calibragdo de filtragdo em gel (HMW e LMW da GE Healthcare),
utilizadas para obtencéo da reta de calibragéo para determinagdo da massa molecular aparente da MreB.

Proteinas Massa Molecular (Da) Concentragdo (mg/mL)
Ribonuclease A 13700 3
Ovalbumina 43 000 4
Conalbumina 75 000 3
Aldolase 158 000 4
Ferritina 440 000 0,3

A eluicdo das proteinas padrdo (100 yL de cada mistura) e da MreB (100 L,
aproximadamente 2 nmol) foi efetuada na mesma solucdo tampédo, a 0,5 mL/min. Para a
determinagédo do volume “morto” da coluna, foi eluida, separadamente, uma amostra de Azul
de Dextrano, o qual, por possuir uma massa molecular bastante elevada (cerca de 2 000 kDa),

ndo consegue penetrar nos poros da matriz, sendo automaticamente eluido.
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Para o célculo da massa molecular foi representado o K,, (coeficiente de distribuicédo
da proteina entre as fases cromatograficas, mével e estacionaria) em funcéo do logaritmo das
massas moleculares das proteinas padréo.

Ve -Vo

O K, foi determinado utilizando a seguinte formula: K,,= v
t= Vo

onde, V. = volume de eluicdo da proteina; V, = volume “morto” da coluna (igual ao volume de

eluicao do Azul de Dextrano 2000); V; = volume total da coluna.

Os volumes de eluicéo foram obtidos determinando o volume de solvente eluido entre o
ponto de inje¢do e o ponto de altura méaxima do pico correspondente a eluicdo das proteinas
utilizadas (proteinas padréo e MreB).

11.2.4.2.2. Gel de SDS-PAGE

Para determinar a massa molecular da MreB através do gel de SDS-PAGE o primeiro
passo consistiu na aplicacdo da amostra de proteina e de um marcador de massas
moleculares padrdo [B-galactosidase (116 kDa), Albumina de soro bovino (66,2 kDa),
Ovalbumina (45 kDa), Lactato Desidrogenase (35 kDa), REase Bsp981 (25 kDa),
B-lactoglobulina (18,4 kDa) e Lisozima (14,4 kDa); Thermo Scientific]. De seguida,
representou-se graficamente o logaritmo de massas moleculares (log (MM)) em funcdo da
distancia de migracéo relativa (Rf) com base nos valores obtidos para as bandas das massas
moleculares padréo.

O R¢ é definido como a distancia de migracéo da proteina através do gel dividido pela
distancia de migracdo da frente de solvente. A distancia é medida a partir do topo do gel de
resolucdo até a banda de interesse. O grafico do log (MM) em funcéo de R; foi obtido a partir
das bandas correspondentes as proteinas presentes no marcador de massas moleculares. A
massa molecular da banda da proteina MreB foi, entdo, calculada por interpolacdo usando a
equacao da reta y = mx + b, onde y corresponde ao log (MM), m ao declive, x ao R e b a

intercecdo com o eixo yy.

11.2.4.3. Medicdo da polimerizacdo de MreB por disperséo de luz

Os ensaios de polimerizacéo da proteina MreB, realizados por disperséo de luz, foram
realizados num espetrofluorimetro LS 45 Perkin Elmer, com ambos os monocromadores

posicionados a 546 nm*®, sendo de 90° 0 angulo formado entre a luz incidente e a luz emitida.

A polimerizacdo da MreB foi monitorizada em tempo real (através do programa
informatico FL WinLab; Time Drive) e com agitagdo continua, a temperatura ambiente.
Analisou-se o efeito de diferentes concentracées de MreB (0; 0,5; 1; 2; 4; 8 uM), KCI (0; 25; 50;
75; 100; 200 mM) e ATP (0; 1; 2; 4 mM). A reacédo foi seguida até se atingir um patamar na

intensidade da luz emitida, sendo que a linha de base foi obtida a partir do sinal da solucéo
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tampdo 20 mM Tris-HCI, pH 7,6 e 0,2 mM CacCl,. A polimerizacdo foi iniciada (aos 200
segundos) pela adicdo de 2 mM MgCl,, ATP e KCI, sendo que a concentracao final destes dois
Gltimos foi variavel consoante o parametro em andlise. No entanto, e para que fosse possivel
estabelecer uma comparacdo entre os diferentes ensaios, determinou-se que a condicdo
padrdo correspondia a 4 uM MreB, 2 mM MgCl,, 50 mM KCIl e 2 mM ATP.

1.2.4.4. Espetroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de *H de MreB

Os espetros de "H-RMN de MreB, na auséncia e na presenca de diferentes nucledtidos
(em 20 mM Tris-HCI, 0,2 mM CacCl, e 0,2 mM ATP), foram adquiridos a uma temperatura de 25
°C num espectrometro Bruker Avance Il 400 MHz equipado com uma unidade de controlo de
temperatura. Por espetro acumularam-se 16 FIDs (do inglés, free-induction decays), com uma
pausa entre scans de 1,5 s. A ressonancia da agua (4,7 ppm) foi suprimida usando a
sequéncia de pulsos zgesgp, na qual se obtém a supressdo do solvente através de pulsos a
180° seletivos para a agua. Os espetros foram processados usando o programa TOPSPIN 2.0
(Bruker), multiplicando as FIDs por uma funcéo de janela exponencial com largura de linha de 1

Hz. A janela espectral € de 8000 Hz centrada na ressonancia da agua (4,7 ppm).

11.2.4.5. Ensaios _de Ressonancia Magnética Nuclear - Diferenca de Transferéncia de
Saturacéo

A espetroscopia de RMN-STD (Ressonancia Magnética Nuclear - Diferenca de
Transferéncia de Saturagdo) é utilizada para caracterizar as interacdes de baixa afinidade (Kp =~
10®% - 103 M) entre pequenas moléculas (ligandos) e proteinas, e baseia-se na transferéncia
intermolecular da magnetizagdo (por difusdo de spin) da proteina para a molécula ligada
através do Efeito Nuclear de Overhauser (NOE). Esta transferéncia de saturacdo pode ser
detetada se existir um equilibrio rapido entre o estado ligado a proteina e o estado livre do
ligando em solugdo. A transferéncia de saturacéo sO ocorre para moléculas ligadas a proteina
com uma velocidade dependente da mobilidade da proteina, tempo de vida do ligando-proteina
e geometria. RMN-STD envolve a saturagdo seletiva de uma ressonancia pertencente a
proteina (uma regido do espetro que contenha apenas ressonancias da proteina). Caso o
ligando se encontre ligado a proteina, a saturacdo ird propagar dos protdes da proteina
selecionados para os outros prot@es da proteina por difusdo de spin e, por ultimo, a saturagédo

¢ transferida para os componentes ligados por relaxagao cruzada na interface proteina-ligando.

Para se obter os dados correspondentes ao efeito de RMN-STD realiza-se uma
experiéncia de controlo, saturando uma regido do espetro que ndo contém qualquer sinal. O
espetro da diferenca apresentara apenas as ressonancias que sofreram saturacao, ou seja, as
ressonancias da proteina e do ligando que se liga a proteina. Todas as outras ressonancias

nao afetadas pelo processo cancelar-se-80 no espetro de diferenca.
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Posto isto, para realizar as experiéncias de RMN-STD foi utilizada a proteina MreB e os
diferentes nucleétidos (ATP, CTP e GTP) em tampé&o 20 mM Tris-HCI pH 7,6, 0,2 mM CaCl, e
0,2 mM ATP. As concentracdes finais para proteina e ligando foram de 20 uM e 10 mM,
respetivamente. Os espetros dos nucleétidos na auséncia de proteina foram adquiridos a 25 °C
num espectrometro Bruker Avance Ill operando a 400 MHz, usando a sequéncia de pulso
zgesgp, com 256 scans e uma janela espectral de 12019,23 Hz centrada a 1872 Hz. A

resolugédo espectral é de 128k pontos.

Os dados RMN-STD foram adquiridos a 25 °C num espectrémetro Bruker Avance Il
operando a 400 MHz. O espetro foi adquirido com 16 scans, numa matriz com 256k pontos em
t2, para uma janela espectral de 12019,23 Hz (centrada a 1872 Hz, a ressonancia da agua). A

ressonancia da agua foi suprimida por excitation sculpting e gradientes de campo magnético.

A frequéncia de saturacdo escolhida (2,94 ppm, on-resonance) cinge-se a uma zona
onde estdo presentes sinais da proteina, mas ndo de qualquer um dos nucleétidos (que se
encontram somente na zona entre 4 e 8,5 ppm, ver Resultados e Discusséo, seccdo 111.3.2.). A
frequéncia escolhida como off-resonance reflete uma zona do espetro onde ndo se encontram

sinais quer da proteina quer dos ligandos (25 ppm).

A saturacéo é conseguida através da aplicagdo de uma série de pulsos Gaussianos de
90° com a frequéncia especificada (2,94 ou 25 ppm) com duracdo de 49 ms seguidos de um
intervalo de 1 ms, para uma duracéo total de 2 segundos. A saturacdo das ressonancias na
experiéncia on-resonance leva a transferéncia da mesma para outros protdes da molécula
através do fendmeno de difusdo de spin, até toda a proteina idealmente se encontrar saturada.
Moléculas de ligando (presentes em grande excesso em solugdo) que interajam com a proteina
saturada terdo a probabilidade de ver transferida alguma desta saturacdo para as suas préprias
ressonancias, permitindo assim mapear 0 seu epitopo quando comparando o espetro

on-resonance com o respetivo espetro off-resonance.
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Capitulo Il Resultados e Discussao

lll.1. Clonagem, Sobre-expressdo e Purificacdo da proteina

MreB de Marinobacter hydrocarbonoclasticus

I11.1.1. Alinhamento de sequéncias

A sequéncia primaria da MreB, em aminoacidos, é bastante conservada entre as
diferentes espécies. Na Figura lll.1. encontra-se representada a sequéncia da proteina de
Marinobacter hydrocarbonoclasticus. A andlise comparativa entre a MreB proveniente de
diferentes bactérias, realizada através do programa informatico ClustalW2, revela uma
conservacdo de cerca de 57%, como se pode observar na Figura 1ll.2. A MreB de M.
hydrocarbonoclasticus e a MreB de E. coli sdo as proteinas com maior percentagem de
identidade, apresentando cerca de 80% de identidade de sequéncia, enquanto a MreB de T.
maritima, a bactéria mais estudada até ao momento, e a MreB de M. hydrocarbonoclasticus
sdo as homdlogas que apresentam menor percentagem de identidade, contando apenas com
53%.

10 20 30 40 50 60 70 80 90
MLIKRLRGLF SSDLSIDLGT ANTLIYVRER GIVLNEPSVV AIRTNNSQKM VAAVGSEAKR MLGRTPGNIT AIRPMKDGVI ADFVVTEKML
100 110 120 130 140 150 160 170 180

QHFIHKVHEN SFITPSPRVL VCVPSKSTQV ERKAIRESAL GAGAREVFLI EEPMAAAIGA GLPVEEASGS MIVDIGGGTT EIAIISLNGI

190 200 210 220 230 240 250 260 270

VYAESVRVGG DKFDEAIVTY VRRNYGSLIG DSTAERIKHE IGCAYEGLEV REIDVRGRNL AEGVPRAFTL NSEEILDALQ ESLAQIVQTV
280 290 300 310 320 330 340

KSALEQSPPE LASDIAERGI VLTGGGALLR GLDKLISEET GLPVIIAEDP LTCVARGGGK ALEVIDRGGI GMFSQEG

Figura |IlIl.L1. Sequéncia primdria em aminodcidos da proteina MreB de Marinhobacter
hydrocarbonoclasticus. A sequéncia foi obtida através da base de dados da National Center for
Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).
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Figura 1l1.2. Alinhamento das sequéncias em residuos de aminoacidos da MreB de varias bactérias,
através do programa informatico ClustalW2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/). As sequéncias

foram obtidas através da base de dados da National

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Center for Biotechnology

Information

Por outro lado, as sequéncias em aminodcidos da MreB da M. hydrocarbonoclasticus e

a a-actina do musculo-esquelético de humano (Homo sapiens) apresentam uma identidade de

cerca de 14% (Figura 111.3.), inferior a 20% de identidade, o que geralmente é

utilizado como

base para estabelecer homologos. Porém, a MreB contém cinco motivos de sequéncia

conservados que foram previstos para determinar um fold tridimensional semelhante ao da
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actina'®. Este alinhamento permitiu, ainda, concluir que existe alguma homologia entre a

proteina MreB de procariotas e a actina de eucariotas.

MreB Marinobacter hydrocarbono MLIKRLRGLFS5DLSIDLG
Rctina Homo sapiens MCDEDETTALVCDNGESGEL

|, 0 |r

LGRTEGNITATIREMEDGVIAD
RGILTLEYFTEHGIITHW

MreB Marinobacter_hydrocarbono
Bctina Homo sapiens_

JWVIEEMLQHFIH-———— 95
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MreE Marinobacter hydrocarbono ——EVHENSFITESFEVLVCY
Rctina Homo sapiens VAFEEHFTLLTERFEL

S . . TR

177
197

MreB Marinobacter_hydrocarbono
Rctina Homo sapiens_

MreE Marinobacter hydrocarbono
Actina_Homo sapiens_

MreB Marinobacter_hydrocarbono LEVEEILWVRGENLAEGV
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& # . .k % wow ek o - *
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Bctina_Homo sapiens_ HHVMSGETIMYPGIADE

* &

MreB Marinobacter_hydrocarbono FRALEVIDR
Rctina Homo sapiens_ GE3ILASLITE

dk

Figura II.3. Alinhamento das sequéncias em aminoacidos correspondentes a proteina MreB da bactéria
Marinobacter hydrocarbonoclasticus e a a-actina de mausculo-esquelético humano (Homo sapiens),
através do programa informatico ClustalW2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw?2/). As sequéncias
foram obtidas através da base de dados da National Center for Biotechnology Information
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

I11.1.2. Clonagem da sequéncia codificante da proteina MreB de

Marinobacter hydrocarbonoclasticus no vetor de expressao pET-22b(+)

111.1.2.1. Obtencdo do ADN da MreB com as zonas de restricdo das enzimas EcoRl e Xhol

Para que fosse possivel clonar a sequéncia codificante do gene da MreB de M.
hydrocarbonoclasticus no vetor de expressdo pET-22b(+), de modo a poder sobre-expressar a
proteina de interesse, foi necessario proceder a introdugdo, no fragmento genético contendo a
sequéncia de interesse, das zonas de hidrélise especificas das enzimas de restricdo EcoRI e
Xhol, de forma a que, com a respetiva hidrélise, sejam formadas extremidades coesivas, para
posterior ligacdo ao vetor de expressdao pET-22b(+). Este, por sua vez, sera igualmente
hidrolisado pelas mesmas enzimas. Na Figura lll.4. é possivel observar, esquematicamente, o
vetor de expressdo pET-22b(+) com o fragmento de interesse e as zonas de hidrélise

especificas das enzimas EcoRI e Xhol.

37


http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Capitulo Il Resultados e Discusséao

¥hol

EcoRl

Figura Ill.4. Representagdo esquematica do vetor de expressdo pET-22b(+) com o fragmento de ADN da
MreB inserido no mesmo (representado a vermelho) entre o local de restricdo das enzimas EcoRI e Xhol.
A imagem foi reproduzida utilizando o software BVTech Plasmid.

Deste modo, foi necessario desenhar os oligonucleétidos iniciadores MreB_FWD (5'—
CCGGAATTCAATGTTAATCAAAAGACTCCGAGG-3’) e MreB_RVS (5-
CCAGCTCGAGTCATTACCCCTCCTGGGAGAAC-3’), tendo estes sido posteriormente
utilizados nas reagcbes de PCR descritas na Tabela Il.I., de acordo com o programa de
amplificac@o descrito na Tabela Il.Il., ambas apresentadas na seccéo 11.2.1.2. dos Materiais e

Métodos.

Realizaram-se quatro reacdes de amplificacdo, sendo que, em duas destas, o MgCl,
presente € apenas o existente na solugcdo tampédo (1,5 mM), enquanto nas outras duas foi
adicionado 1,5 mM MgCl,. Os produtos resultantes destas rea¢des de PCR foram analisados
por eletroforese em gel de agarose (ver ponto 11.2.1.3. da sec¢do Materiais e Métodos), sendo
possivel a visualizagéo clara e distinta de duas bandas no gel, a aproximadamente 1100 pares
de base (bp), correspondentes ao produto das reagfes de PCR das amostras as quais nao foi
adicionado MgCl, (c e d), e duas bandas mais ténues (a e b), correspondentes ao produto das
reacBes de PCR das amostras as quais foi adicionado MgCl, para além do presente na solugéo

tampéo (Figura 111.5.).
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Figura IIl.5. Gel de agarose (0,8%) correspondente aos produtos das reagfes de PCR utilizada para
amplificacdo da MreB de M.hydrocarbonoclasticus. As reagdes foram realizadas com e sem adi¢do de 1,5
mM MgCl, (GE Healthcare), a esquerda e direita do marcador de massas moleculares (M) (Fermentas),
respetivamente. Utilizou-se ADN gendmico (a) e (c) ou uma coldnia de M.hydrocarbonoclasticus (b) e (d)
como ADN molde, tendo sido utilizados 0,2 mM dNTP’s, 1 uM primers e a enzima Taq DNA Polymerase
(Vs = 25 pL, em solugdo tampéo 1x conc.). Em todos os casos, foram adicionados 5 pL de amostra e 5 pL
de tampao de amostra. A eletroforese decorreu a 100 V, durante aproximadamente 20 minutos.

O aparecimento de uma banda a aproximadamente 1100 pares de base (bp) significa a
correta amplificacdo do fragmento de ADN de interesse, 0 que resulta do facto da sequéncia
priméria da MreB possuir 347 aminoacidos (Figura 111.1.), cada um destes codificado por trés
nucledtidos, apresentando no total uma sequéncia com 1044 nucleoétidos, incluindo o codéo

stop, que formam 1044 pares de base com a cadeia simétrica.

A partir deste resultado é possivel concluir que, para amplificar o gene que codifica a
proteina MreB, ndo € necessaria a adigdo de MgCl,, para além do existente na solugdo tampao
(1,5 mM), uma vez que as bandas sdo mais intensas nas reacdes de PCR as quais ndo foi
adicionado MgCl,. Além disso, o produto da reacao de PCR foi obtido em maior quantidade nas
amostras as quais foi adicionada uma colénia de M. hydrocarbonoclasticus diretamente ao

meio reacional (b e d) em vez de ADN gendmico (a e c).

Estabelecidas as condi¢Bes 6timas para a amplificacdo da sequéncia codificante da
proteina MreB, realizou-se um scale up da reacdo de PCR, utilizando, entdo, uma coldnia e a
enzima HF Tag DNA Polymerase do kit comercial Expand Long Range, dNTPack (Roche) em
substituicdo da Taq DNA Polymerase, uma vez que a enzima HF Tag DNA Polymerase possui
uma fidelidade trés vezes maior do que a Taq DNA Polymerase’®®'®. Ou seja, a HF Taq DNA
Polymerase possui um mecanismo de correcéo (proofreading), que consiste numa atividade
exonucleasica no sentido 3’ — 5', permitindo-lhe a correcao de nucleétidos errados que possam

ter sido incorporados durante a reacdo de PCR™*'*

. O produto resultante desta reacdo de
PCR foi analisado por eletroforese em gel de agarose (ver ponto 11.2.1.3. da seccao Materiais e

Métodos), sendo possivel a visualizacao clara e distinta de uma banda, a aproximadamente
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1100 pares de base, correspondente ao fragmento de ADN de interesse amplificado (Figura

11.6.).

=1100 bp

|

Figura 111.6. Gel de agarose (0,8%) correspondente ao produto da reacdo de PCR utilizada para
amplificacdo da MreB de M.hydrocarbonoclasticus. (a) A reagédo foi realizada utilizando 0,2 mM dNTP’s, 1
UM primers, 1 col6nia de M.hydrocarbonoclasticus e a enzima HF Tag DNA Polymerase (Vi = 50 pL em
solugdo tampé&o 1x conc.), (M) marcador de massas moleculares (Fermentas). Aplicaram-se 5 pL de cada
amostra (a) e (M), as quais se adicionou 5 pL de tampéo de amostra. A eletroforese decorreu durante
aproximadamente 20 minutos, a 100 V.

De seguida, efetuou-se a purificacdo do fragmento de ADN de interesse com o kit
comercial NZYGelpure (nzytech), para que as impurezas que nao se ligam a membrana de
silica-gel, que absorve seletivamente fragmentos de ADN até 10 ug na presenca de solugbes
tampdo de ligagdo especializadas, sejam lavadas, de acordo com o descrito na seccao
11.2.1.4.2. dos Materiais e Métodos. De modo a confirmar que a purificagdo tinha sido
executada com sucesso, efetuou-se novamente uma eletroforese em gel de agarose. Na
Figura IIl.7. pode observar-se uma banda clara e distinta a aproximadamente 1100 bp

correspondente ao fragmento de ADN de interesse, indicativo da sua correta purificacdo.

Figura lll.7. Gel de agarose (0,8%) correspondente & purificacdo do fragmento de ADN codificante da
proteina MreB (a); (M) Marcador de massas moleculares (Fermentas). Aplicaram-se 5 pL de cada
amostra as quais se adicionou 5 pL de tampdo de amostra. A eletroforese decorreu durante
aproximadamente 20 minutos, a 100 V.
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111.1.2.2. Ligacéo do fragmento de ADN da MreB ao vetor de expressado pET-22b(+)

Para que fosse possivel efetuar a reacéo de ligacdo do fragmento de ADN de interesse
ao vetor de expressao pET-22b(+), hidrolisou-se tanto o fragmento de ADN como o vetor
pPET-22b(+) com as enzimas de restricAo EcoRI e Xhol (Invitrogen), durante 4 horas, a uma
temperatura de 37 °C (ver seccdo 11.2.1.4.1. dos Materiais e Métodos). Como é possivel
observar na Figura 111.8., a reacéo de hidrélise do fragmento de ADN com as enzimas de
restricdo origina outros fragmentos de ADN de menores dimensées [= 250 (1); = 400 (2); = 600
(3); = 750 bp (4)], para além do fragmento correspondente a sequéncia codificante da proteina
MreB. Este acontecimento pode ter ocorrido devido ao facto da enzima de restricdo EcoRI
poder exibir clivagem em locais ndo-especificos, conhecida como atividade “estrela” (“star”

activity), dependendo das condi¢des presentes na reagao.

M a
W =1100bp
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-

Figura 111.8. Gel de agarose (0,8%) correspondente a amostra recolhida apds a purificagdo do produto da
reacdo de hidrélise do fragmento de ADN de interesse com as enzimas de restricdo EcoRI e Xhol. (M): 5
puL marcador de massas moleculares (Fermentas); (a): 5 UL de amostra composta por 20 pL do fragmento
de ADN de interesse, 5 pL da Solugdo Tampé&o REact® 2, 1 yL da enzima EcoRl e 1 pL da enzima Xhol,
apos purificacdo. Em todos os pocos foram também adicionados 5 pL de tamp&o de amostra. Os
componentes utilizados na reacéo de hidrélise encontram-se descritos na seccao 11.2.1.4.1. dos Materiais
e Métodos.

Muitas enzimas de restricdo, como a EcoRlI, perdem alguma especificidade para a sua
sequéncia de reconhecimento sob determinadas condigﬁesm. A atividade “estrela” ocorre
quando as enzimas de restricdo hidrolisam sequéncias de reconhecimento que sé&o
semelhantes, mas ndo sado idénticas a sua sequéncia de reconhecimento. Existem varias
condicdes que contribuem para a “star’ activity, nomeadamente, elevada concentracdo de
glicerol (> 5% V/V), elevada propor¢céo entre a concentragdo de enzima/ug de ADN (geralmente
> 100 U de enzima/ug de ADN), baixa forga idnica (< 25 mM de sal), pH elevado (> 8,0), tempo
de reacdo (incubacdo) prolongado, presenca de solventes organicos (DMSO, etanol) e

substituicio de Mg** por outros catides divalentes (Mn**, Co®")*,
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Deste modo, para que fosse possivel a posterior reacdo de ligacdo do fragmento de
ADN de interesse ao vetor de expressdo pET-22b(+), purificou-se, a partir do gel apresentado
na Figura I11.8., a banda correspondente ao fragmento de ADN de interesse (aproximadamente
1100 bp), de acordo com o procedimento descrito na seccdo 11.2.1.4.2.2. dos Materiais e

Métodos, e o resultado obtido é mostrado na Figura Il1.9.
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Figura II1.9. Gel de agarose (0,8%) correspondente & amostra recolhida ap6s a purificacdo da banda
correspondente ao produto da purificagdo da reacéo de hidrélise do fragmento de ADN de interesse com
as enzimas de restricdo EcoRI e Xhol. (M): 5 pL do marcador de massas moleculares (Fermentas); (a): 5
UL de amostra apos purificacdo da banda do gel de agarose. Em todos os pogos foram também
adicionados 5 pL de tampado de amostra. A eletroforese decorreu a 100 V durante aproximadamente 20
minutos.

De seguida, realizou-se, entdo, a reacédo de ligacdo do fragmento correspondente a
sequéncia de ADN que codifica para a proteina MreB, digerido e purificado, ao vetor
pET-22b(+) digerido, purificado e desfosforilado, utilizando o kit comercial Rapid DNA Ligation
(Roche) e a reacdo de ligagéo foi incubada durante 15 minutos & temperatura ambiente, de
acordo com o procedimento descrito na seccdo 11.2.1.5. dos Materiais e Métodos.
Posteriormente, realizou-se a reagdo de transformagdo das células competentes NovaBlue
GigaSingIesTM(Novagen) com o produto da reacdo de ligacdo, e o isolamento do ADN
plasmidico utilizando o kit comercial NZYMiniprep kit (nzytech). Por fim, analisou-se o resultado
em eletroforese de gel de agarose 0,8% (Figura 111.10.), de acordo com o0s procedimentos

descritos nas seccodes 11.2.1.7.2., 11.2.1.8. e 1.2.1.3. dos Materiais e Métodos, respetivamente.
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Figura 111.10. Gel de agarose (0,8%) do (a) produto resultante da reac¢do de ligagédo do fragmento de ADN
da MreB ao vetor pET-22b(+), apés digestdo e purificagdo dos mesmos, e (M): Marcador de massas
moleculares (Fermentas). Em ambos os casos, foram adicionados 5 pL da amostra e 5 pL do tampé&o de
amostra. A eletroforese decorreu durante aproximadamente 20 minutos, a 100 V.

Através da andlise do gel de agarose apresentado na Figura 111.10., é possivel
confirmar que existe uma banda a aproximadamente 6600 bp, o que correspondera ao
fragmento de ADN de interesse (aproximadamente 1100 bp) inserido no vetor de expresséo
pET-22b(+), que possui aproximadamente 5500 bp.

Além disso, e para confirmar que o fragmento de ADN de interesse estava, de facto,
inserido no vetor de expressao pET-22b(+), realizou-se um reacao de hidrélise com as mesmas
enzimas de restricdo utilizadas anteriormente, EcoRI e Xhol (1 hora e 30 minutos, 37 °C;
Fermentas), e realizou-se nova eletroforese em gel de agarose. Através do resultado obtido é
possivel afirmar que o fragmento de ADN de interesse foi libertado do vetor de expressdo, uma
vez que aparece uma banda a aproximadamente 1100 bp, como se pode observar na Figura
1.11. O vetor pET-22b(+) com o ADN que codifica para a proteina MreB de M.
hydrocarbonoclasticus ligado foi, entdo, designado por pMreB.

M a
‘ —
=5500 bp

t

=1100 bp

Figura ll1.11. Gel de agarose (1%) da reacao de hidrélise do produto da ligagéo entre o vetor pET-22b(+)
e 0 ADN codificante da proteina MreB com as enzimas EcoRI e Xhol (1 hora e 30 minutos, 37 °C) (10 pL
de amostra (a)). (M): 5 uL do marcador de massas moleculares (Fermentas). Em ambas as amostras
foram também adicionados 5 pyL de tamp&o de amostra. Os componentes utilizados na reagdo de
hidrélise encontram-se descritos na secg¢édo 11.2.1.4.1. dos Materiais e Métodos. A eletroforese decorreu
durante aproximadamente 20 minutos, a 100 V.
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111.1.2.3. Transformac&o de células NovaBlue GigaSingles ™(Novagen) com o vetor pMreB

—seguenciacdo do ADN inserido no vetor

Para a sequenciagdo do plasmideo pMreB recorreu-se aos servigos da StabVida. O
resultado obtido para a sequéncia em nucleétidos da proteina MreB com o T7 promoter primer
(MreB_T7FWD; no sentido 5" — 3’) e com o T7 terminator primer (MreB_T7RVS; no sentido 3’ —
5’) esta representado na Tabela Ill.I. Estes primers reconhecem a sequéncia complementar no
vetor pET-22b(+), no qual esta inserido o fragmento de ADN da MreB, a T7 RNA polymerase

liga-se ao promotor T7 e transcreve o ADN clonado no vetor (Figura 111.12.).

Promotor T7

Fragmento de ADN da
MreB

promoter primer

Figura 111.12. Esquema ilustrativo da regido de clonagem do vetor pET-22b(+), onde se encontra inserido
o fragmento de ADN da MreB, com indica¢do do promotor T7 e dos primers T7 promoter primer e T7
terminator primer, a partir dos quais foi possivel obter as sequéncias em nucleétidos MreB_T7FWD e
MreB_T7RVS, respetivamente.

Tabela Ill.I. Sequéncias em nucledtidos do fragmento de ADN da proteina MreB, clonado no vetor
pET-22b(+), obtidas pela StabVida utilizando os primers T7 promoter primer e T7 terminator primer, tendo
sido atribuida a estas a designacdo de MreB_T7FWD e MreB_T7RVS, respetivamente, apds a
sequenciacao do plasmideo pMreB.

Designacéao Sequéncias em nucleotidos do fragmento de ADN da MreB clonado

5 — ATGAAATACCTGCTGCCGACCGCTGCTGCTGGTCTGCTGCTCCTCGCTGCCCAGCCGG
CGATGGCCATGGATATCGGAATTAATTCGGATCCGAATTCAATGTTAATCAAAAGACTCCGAG
GCTTATTCTCAAGCGACCTGTCCATCGACCTGGGCACCGCCAACACCCTTATCTACGTGCGC
GAACGCGGCATTGTACTTAACGAACCCTCTGTCGTGGCCATCCGCACCAATAACTCCCAGAA
AATGGTCGCTGCCGTCGGGTCCGAAGCCAAACGCATGTTGGGCCGCACCCCGGGCAATATT
ACCGCCATCCGTCCCATGAAAGATGGTGTGATCGCCGACTTCGTCGTGACCGAAAAAATGCT
MreB_T7FWD CCAGCACTTTATTCACAAAGTGCACGAAAACAGTTTCATTACCCCGAGCCCCCGCGTACTCGT
GTGTGTGCCCAGCAAATCTACCCAGGTAGAGCGCAAGGCCATCCGCGAATCGGCCCTGGGT
GCAGGCGCCCGCGAGGTGTTCCTGATCGAAGAACCCATGGCGGCCGCCATTGGTGCCGGC
CTGCCGGTGGAAGAAGCCAGCGGCTCCATGATTGTCGACATCGGTGGCGGTACCACCGAGA
TCGCGATTATCTCCCTGAATGGCATCGTCTATGCCGAATCCGTCCGGGTTGGTGGCGACAAG
TTCGACGAAGCCATCGTTACTTACGTCCGTCGCAACTACGGCAGCCTGATCGGCGATTCCAC
AGCCGAGCGTATCAAGCATGAAATCGGCTGTGCCTATGAAGG -3’

3’ — ACCCCTCCTGGGAGAACATTCCGATGCCACCGCGATCAATCACTTCCAGGGCTTTACCG
CCGCCACGGGCTACGCAGGTCAGCGGATCTTCCGCAATAATGACCGGCAGGCCGGTCTCTT
CGCTGATGAGCTTGTCCAGGCCCCGCAGCAGCGCACCGCCACCGGTCAGCACAATGCCGC
GCTCAGCAATGTCGGAGGCCAGTTCAGGCGGAGACTGCTCCAGGGCGCTCTTCACGGTCTG
GACGATCTGGGCCAGGGATTCCTGAAGCGCGTCGAGAATTTCTTCGCTGTTCAGGGTAAAGG

MreB_T7RVS CCCGGGGCACACCTTCAGCCAGGTTGCGACCACGAACGTCGATTTCTCGCACTTCCAGGCC
TTCATAGGCACAGCCGATTTCATGCTTGATACGCTCGGCTGTGGAATCGCCGATCAGGCTGC
CGTAGTTGCGACGGACGTAAGTAACGATGGCTTCGTCGAACTTGTCGCCACCAACCCGGAC
GGATTCGGCATAGACGATGCCATTCAGGGAGATAATCGCGATCTCGGTGGTACCGCCACCG
ATGTCGACAATCATGGAGCCGCTGGCTTCTTCCACCGGCAGGCCGGCACCAATGGCGGCCG
CCATGG -¥%
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Posteriormente, utilizou-se a ferramenta Translate (ExPASy) e traduziram-se as
sequéncias em nucleétidos, designadas por MreB_T7FWD e MreB_T7RVS, para sequéncias
em residuos de aminoéacidos, com a mesma designacao, e alinharam-se separadamente com a
sequéncia em residuos de aminoacidos da proteina MreB da bactéria M. hydrocarbonoclasticus
depositada na base de dados da National Center for Biotechnology Information (NCBI) (Figuras

I11.13. e 111.14., respetivamente).

MreE Marinobacter hydrocarbono

» MLIKRLEGLFSSDLSID 17
MreE TTFWD_ ]

MLIEFLEGLFS5DLSID 50

L E RS R SRR SR L

MreB Marinobacter_hydrocarbono LGTANTL
MreB TTEFWD_ LGTANTLIYVEERG

R L L e L L P L L Yy

MreB Marinobacter hydrocarbono NITAIR VTEEMLQHET EN3FITES
MreB TTFWD_ NITRIR ADEVVIERMLQHF THEVHENSFITEFSER

e e R R LY

MreB_Marinobacter hydrocarbono TQVEREK &G 147
MreB TTFWD_ TQVER &5 200
MreB Marinobacter hydrocarbono GITEIAIISLNGIVYA z5LIGDSTAERT
MreB TTFWD_ GITEIAIISLNGIVYRAESVE

e R R IR T

VEGENLAEGVEFAFTLNSEEILDALQESTAQIWV 267

MreB_Marinobacter hydrocarbono
MreB TTFWD_

YEGLEVREILR

MreB Marinobacter_hydrocarbono
MreB TTEFWD_

MreB_Marinobacter hydrocarbono
MreB TTFWD_

Figura I1.13. Alinhamento das sequéncias em residuos de amino&cidos da proteina MreB da bactéria
Marinobacter hydrocarbonoclasticus e da sequéncia MreB_T7FWD, que corresponde a traducdo para
residuos de aminoacidos da sequéncia em nucleétidos do fragmento de ADN da MreB clonado no vetor
pPET-22b(+), tendo sido utilizado pelos servicos da empresa StabVida o primer T7 promoter primer. O
alinhamento destas sequéncias em residuos de aminoacidos foi obtido através do programa informatico
Clustalw2  (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msalclustalw?2/) e a sequéncia da MreB de M.
hydrocarbonoclasticus foi obtida através da base de dados da National Center for Biotechnology
Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Como se pode verificar, alinhando as sequéncias em residuos de aminoacidos da
proteina MreB de Marinobacter hydrocarbonoclasticus depositada na base de dados da
National Center for Biotechnology Information (NCBI) e da sequéncia MreB_T7FWD adquirida
apos a traducdo da sequéncia em nucleétidos fornecida pela empresa StabVida, utilizando o
primer T7 promoter primer do vetor pET-22b(+) contendo o fragmento de ADN da MreB, toda a
sequéncia, desde o residuo de aminoacido 1 até ao 226 da sequéncia da MreB de M.
hydrocarbonoclasticus, esta correta. Porém, como a sequéncia do fragmento de ADN da MreB

clonado no vetor pET-22b(+) tem aproximadamente 1100 bp, & medida que a sequéncia de
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nucleétidos vai sendo sintetizada vai-se perdendo sensibilidade, pelo que foi necessario utilizar,
também, o primer T7 terminator primer. Como se pode observar na Figura Ill.14., a partir do
residuo de aminoacido 144 até ao 347 da sequéncia da MreB de M. hydrocarbonoclasticus,

toda a sequéncia clonada no vetor de expressao pET-22b(+) esta, igualmente, correta.

MreB_Marinobacter hydrocarbono ML L TLH ETNNSQEM
MreB TTEVS

MreB Marincobacter hydrocarbono
MreB TITEV3

MreB Marinobacter_hydrocarbono
MreB_TTEV3

MreB_Marinobacter hydrocarbono
MreB TTEVS

MreB Marincobacter hydrocarbono
MreB TITEV3

MreB Marinobacter_hydrocarbono
MreB_TTEV3

MreB_Marinobacter hydrocarbono
MreB TTEVS

s IGMFSQEG 204

R L e R R

Figura Ill.14. Alinhamento das sequéncias em residuos de aminoacidos da proteina MreB da bactéria
Marinobacter hydrocarbonoclasticus e da sequéncia MreB_T7RVS, que corresponde a tradugdo para
residuos de amino&cidos da sequéncia em nucleétidos do fragmento de ADN da MreB clonado no vetor
pET-22b(+), tendo sido utilizado pelos servi¢os da Stabvida o primer T7 promoter primer. O alinhamento
destas sequéncias em residuos de aminodcidos foi obtido através do programa informatico ClustalW2
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) e a sequéncia da MreB de M. hydrocarbonoclasticus foi obtida
através da base de dados da National Center for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nim.nih.gov/).

111.1.3. Sobre-expresséo e purificacdo da proteina MreB

111.1.3.1. Testes de sobre-expressao da proteina MreB

Uma vez que, apés andlise da sequéncia de ADN que codifica para a proteina MreB
obtida por clonagem, se verificou que a sequéncia obtida neste trabalho era idéntica a
depositada na base de dados (National Center for Biotechnology Information — NCBI),
realizou-se uma reacdo de transformacdo de células competentes One Shot® BL21(DE3)
(Materiais e Métodos seccao 11.2.1.7.2.), sendo estas células adequadas para a transformacao
e expressdo de proteinas. Para a expressao do gene mreB foi necessario o auxilio da T7 RNA
Polymerase, fornecida pela estirpe E. coli BL21(DE3) que, quando se encontra em quantidade
suficiente, se liga ao promotor T7 e transcreve o ADN clonado no vetor pET-22b(+), produzindo
grandes quantidades de ARNm, sendo este, entdo, utilizado pela bactéria para produzir,

também, grandes quantidades da proteina recombinante'®.
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Para tal, realizaram-se testes de expressédo em diferentes condicdes, selecionando-se
uma coldénia transformante para o pré-inéculo em 50 mL de meio de cultura LB contendo 100
a 37 °C, 210
aproximadamente 16 horas. Posteriormente, inoculou-se 1 mL das células do pré-indculo,
células One Shot® BL21(DE3) contendo o plasmideo pMreB, em 50 mL de LB, durante

aproximadamente 2 horas, e monitorizou-se o crescimento através da leitura da densidade

pg/mL  ampicilina e incubou-se com agitacdo orbital, rpm, durante

Gtica a 600 nm (D.0O.g00 nm) NO espetrofotdmetro (Shimadzu UV-160A). Quando a D.O.gp0 nm =
0,6 ou 1,5, induziu-se cada uma delas com diferentes concentragbes de IPTG (0; 0,1; 0,5; 1
mM) e incubou-se a 25 ou 37 °C, 190 rpm, monitorizando-se mais uma vez o crescimento
através da leitura da D.O.g9 nm, de hora a hora até as 7 horas e, por fim, 22 horas ap6s inducéo
com IPTG. Recolheram-se amostras a cada instante para que fosse possivel representar
graficamente o valor da D.O.gp nm Obtido em funcdo do tempo (em horas), antes e apds
inducdo com IPTG, para as condic¢8es testadas (Figuras I11.15. e 111.16.) e, também, analisar por
eletroforese de proteinas em gel de poliacrilamida em condi¢cdes desnaturantes (SDS-PAGE),

de modo a determinar quais as condi¢cBes étimas em que a proteina MreB € expressa.

[D0 gz =06 T=25°C] (DO ez =06 T=37°C|

D.O. 600 nm

——0mM

—&—0,1mM
0,5mM

—%—1mM

0 4 8 12 16 20 24
Tempo (horas)

28

—— 0 mM
—&—0,1mM
0,5mM

——1mM

12 16 20 24

Tempo (horas)

0 4 8

28

Figura II.15. Grafico da densidade 6tica a 600 nm (D.O. g0 nm) €m fungdo do tempo (em horas) antes e
apos inducgdo com IPTG, a 25 e 37 °C, respetivamente. As culturas celulares foram induzidas com 0; 0,1;
0,5; 1 mM IPTG (representado a azul, vermelho, verde e roxo, respetivamente) quando a D.O. &0 nm = 0,6

(assinalado com uma seta preta).

- I D'o.inducéo=1!5 T=25 OCI

——0mM
—&—0,1mM
0,5mM

—¥—1mM

|D.O 1,5 T=37°C
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0 4 8 12 16 20 24 28 0o 4 8
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Figura Il1.16. Grafico da densidade 6tica a 600 nm (D.O.s00 nm) €m funcdo do tempo (em horas) antes e
apos inducao IPTG, a 25 e 37 °C, respetivamente. As culturas celulares foram induzidas com 0; 0,1; 0,5; 1
mM IPTG (representado a azul, vermelho, verde e roxo, respetivamente) quando a D.O.e00 nm = 1,5
(assinalado com uma seta preta).
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Em todos os caso, a taxa de crescimento € superior para uma temperatura de 37 °C,
para as densidades oticas utilizadas para se iniciar a indu¢é@o (D.O.inguczo = 0,6 € 1,5) (Figuras
111.15. e 11.16.), a excecdo da cultura celular a qual ndo foi adicionado IPTG, para a qual, a
D.O.inducao = 0,6, a taxa de crescimento a 37 °C foi menor do que a 25 °C. Em relagéo as
diferentes concentragBes de IPTG utilizadas para induzir as culturas, verificou-se, que, para
quase todas as concentragfes, a taxa de crescimento foi superior quando os crescimentos

celulares eram realizados a 37 °C.

Para determinar qual o volume de amostra a aplicar no gel de SDS-PAGE, para que a
intensidade da banda observada se encontre normalizada, o que permitira determinar quais as

condicdes Optimas de expressédo da proteina MreB, utilizou-se a formula:
1,2 D'O'indu(,‘ﬁO:S HL,

sabendo que a D.O.jnque30 COrresponde ao valor da densidade 6tica obtido a 600 nm, para cada
amostra recolhida a cada instante. Na Figura 111.17. (i) e (i) s&o mostrados os géis para a

D.O.inducao = 0,6, @ 25 e 37 °C, respetivamente.

(i)
kDa 2 b c d M e f g h i i k 1 M m n o P
116.0
66.2
45,0
35,0
25,0
18.4
14.4
(i)
kDa 2 b ¢ M d e f g h i j k | m n o p
116,0
66,2
45,0
35,0
25,0
18.4
14.4

Figura 111.17. Géis de SDS-PAGE (12,5% acrilamida) das amostras recolhidas em cada instante (3,5, 7 e
18 horas, respetivamente) apos indugdo com 0 mM (a-d), 0,1 mM (e-h), 0,5 mM (i-l) e 1 mM IPTG (m-p), a
(i) 25 °C e (ii) 37 °C. (M) Marcador de massas moleculares. O retangulo laranja indica a zona entre as
bandas do marcador correspondentes a 35 e 45 kDa, entre as quais se encontra a banda correspondente
a proteina MreB. A eletroforese decorreu a 150 V, durante, aproximadamente, 1 hora.
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Como se pode verificar através da analise dos graficos das Figuras 111.15. e 111.16. e dos
géis de SDS-PAGE (Figura Il1.17. (ii)), a expressao da proteina é maior a 37 °C, uma vez que a
25 °C, ap6s a inducao com praticamente todas as concentracdes de IPTG testadas (exceto
apos a indugcdo com 0,1 mM IPTG para a D.O.g90 nm = 0,6), 0s valores da D.O.go nm Obtidos para
as amostras recolhidas até 7 horas apés a inducdo com IPTG nao variaram muito e as bandas
correspondentes a proteina observadas no gel de SDS-PAGE da Figura 111.17. (i) sdo pouco

intensas, exceto quando a cultura néo foi induzida com IPTG (poco c).

Analisando com maior detalhe o gel da Figura I11.17. (ii), € possivel observar que a
diferenca entre as amostras recolhidas 22 horas ap6s a indu¢do com 0,5 mM IPTG ou 1 mM de
IPTG (poco h e poco p, respetivamente) € minima, pelo que se concluiu que nao seria

necessario induzir com uma concentracdo superior a 0,5 mM IPTG.

A D.O.ingueao = 1,5 néo foi considerada como condi¢éo 6tima de crescimento uma vez
que seria necessario aguardar mais tempo (em horas) para que a cultura atingisse a D.O.ingucz0

desejada ou, entdo, utilizar um volume superior de células do pré-inéculo.

Deste modo, foi possivel concluir que as condicdes Otimas de crescimento
correspondem a uma D.O.inqucz0 = 0,6, sendo que que a cultura deve ser induzida com 0,5 mM
IPTG, a uma temperatura de 37 °C. As células serdo, entdo, recolhidas por centrifugacao 22

horas apés a inducéo.

111.1.3.2. Purificacdo da proteina MreB

Estabelecidas que estavam as condicdes oOtimas de crescimento das bactérias
OneShot® BL21(DE3) transformadas com o plasmideo pMreB, realizou-se um crescimento em
larga escala (6 L de meio de cultura LB). Para o crescimento de 6 L, primeiramente
selecionou-se uma coldnia transformante para o pré-indculo em 150 mL de meio de cultura LB
(nzytech), contendo 100 pg/mL ampicilina, e incubou-se a 37 °C, 210 rpm, com agitagao orbital,
durante 16 horas. Posteriormente, inoculou-se os 6 L de meio LB, contendo 100 pg/mL
ampicilina, com a cultura bacteriana do pré-inéculo numa diluicdo 1:50, incubou-se até a
D.O.600 nm = 0,6, @ 37 °C, 210 rpm, altura em que se induziu com 0,5 mM IPTG, e voltou a
incubar-se a 37 °C, 190 rpm, durante aproximadamente 22 horas. Recolheram-se amostras ao
longo do tempo (hora a hora até 7 horas e, por fim, 22 horas apés indugcao com IPTG) o que
permitiu representar graficamente a D.O.g00 nm €M fungéo do tempo (em horas) antes e apés
induc&o com IPTG (Figura 111.18.).
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A |D.O.ngueao =06 T=37°C
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Figura I1.18. Curva de crescimento de bactérias One Shot® BL21(DE3) transformadas com o vetor
pMreB. Representacdo gréafica da densidade ética a 600 nm (D.O.s00 nm) (A) e do logaritmo da D.O.s00 nm
(B) em fungéo do tempo de crescimento (em horas) antes e ap6s indugdo (assinalada com uma seta azul
escura) com 0,5 mM IPTG, a 37 °C. A tracejado esté indicado o inicio da fase estacionéria (fase ).

Através da analise da Figura [11.18. é possivel verificar que, para a curva de
crescimento, com uma duracao de aproximadamente 26 horas, das quatro fases caracteristicas
do crescimento bacteriano (fase lag, exponencial, estacionaria e morte), apenas se observam
duas — a fase exponencial (Figura 111.18. B, fase I) e o inicio da fase estacionéria (Figura 111.18.
B, fase Il). Embora n&o exista uma fase estacionaria muito evidente, verifica-se uma diminuicao
significativa da taxa de crescimento a partir das 3 horas ap0s a indugdo com IPTG. Esta fase é
mais evidente na Figura 111.18. B, onde se pode observar a fase exponencial (fase |) e o inicio

da fase estacionaria (fase Il).

A fase de adaptacdo ou lag néo foi observada, indicando que a adaptacdo as novas
condi¢cdes de crescimento foi imediata. De facto, a duracdo desta fase depende diretamente
das condicBes de crescimento anteriores, sendo que a composicdo do meio de cultura do

crescimento é idéntica a do pré-inéculo.

A fase de morte, mesmo ap6s 26 horas de cultivo, ndo foi atingida. Como tal, para se
saber a que tempo de crescimento (em horas) esta fase seria atingida, seria necessario

monitorizar o crescimento bacteriano durante mais tempo.

A massa celular foi, entdo, recolhida por centrifugacdo (centrifuga BECKMAN
COULTER™, Avanti® J-26 XPI, rotor JA-10), as células foram ressuspendidas em 20 mM
Tris-HCI, pH 7,6 e 0,2 mM CaCl,, numa proporcdo de aproximadamente 0,5 gramas de
células/mL de solucao tampéo, e armazenadas a -80 °C durante aproximadamente 30 minutos,
enquanto o sobrenadante foi descartado. De seguida, a massa celular obtida anteriormente foi
descongelada e efetuou-se a lise celular com o auxilio da French Press (Thermo scientific), a
12500 psi. A amostra obtida foi entdo ultracentrifugada (ultracentrifuga BECKMAN
COULTER™ Optima 80LX; rotor 45 Ti), a 138 000 xg, durante 1 hora e 10 minutos, a 4 °C, e 0

sobrenadante, fracdo solUvel ou citoplasmatica, para onde é expressa a proteina MreB, foi,
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posteriormente, utilizado para a purificacdo desta Ultima, em duas etapas cromatogréficas,

como esta esquematizado na Figura I11.19.

Cultura Celular

Centrifugagdo 10 min, 4 °C, 6 371 xg

Extrato Bruto

French Press

Ultracentrifugagdo 1 h, 4 °C, 138 000 xg

Fracao soluvel

Coluna de troca anidnica Equilibrada com 20 mM Tris-HCI pH 7,6, 0,2 mM CaCl;

DEAE FF ] ) ]
26 33 Gradiente linear de 0 a 500 mM NacCl, 20 mM Tris-HCI,
(2,6 cm @ x 33 cm) pH 7,6, 0,2 mM CaCl,

Coluna de filtracdo em gel - .
Equilibrada e eluida com 20 mM Tris-HCI, pH 7,6,
Superdex 75 0,2 mM CaCl,

(2,6 cm @ x 55 cm)

MreB pura

Figura 111.19. Esquema ilustrativo do processo de purificagdo da MreB a partir de uma cultura celular de 6
L até a proteina pura.

A eluicdo das amostras proteicas nas colunas DEAE FF e Superdex 75 foi monitorizada

ao comprimento de onda de 280 nm, ao qual absorvem todas as proteinas™>***.

A primeira etapa da purificagdo consistiu nhuma cromatografia de permuta anibnica,
tendo-se utilizado como matriz a resina DEAE Fast Flow (Figura 111.20.). Esta cromatografia
baseia-se na separacdo das proteinas segundo a sua carga. Sabendo que esta resina é
aniénica (com carga positiva), tem afinidade para os anides e, portanto, as proteinas sdo
eluidas por ordem decrescente do seu ponto isoelétrico (pl). Por outras palavras, é de esperar
que as proteinas com pl mais elevado sejam as primeiras a ser eluidas'*®>. O ponto isoelétrico

da MreB, estimado com base na sequéncia de aminodcidos utilizando a ferramenta ProtParam
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(ExPASy), é de 5,22. Os grupos carregados positivamente das cadeias laterais dos
aminoacidos aspartato e glutamato conferem a proteina uma carga negativa a pH 7,6, o que

vai possibilitar a interacdo da proteina com a matriz da coluna carregada positivamente.

De modo a eluir as proteinas que ficaram adsorvidas, entre as quais se encontra a
MreB, aumentou-se a forca i6nica do tampédo de elui¢do (20 mM Tris-HCI, pH 7,6 e 0,2 mM
CacCl,), com aplicacdo de um gradiente linear de 0 — 500 mM NaCl em 20 mM Tris-HCI, pH 7,6
e 0,2 mM CacCl,, a um fluxo de 4 mL/min (linha azul da Figura I111.20.).

35 - - 100

: - 90
3 I

] - 80
25 1 - 70
2 5 r60
E ] °
3 ] %0 ¢
1.5 -
) 1 - 40
2 MreB .

1] * - 30

] - 20
0.5 A

] - 10
0 +—"————""—"F=++1+ 0

0 250 500 750 1000 1250 1500 1750

Volume (mL)

Figura 111.20. Cromatograma da primeira etapa da purificagdo, cromatografia de permuta anidnica (matriz
DEAE FF) do extrato citoplasmatico proveniente de um crescimento de 6 L de células BL21
transformadas com o plasmideo pMreB. A vermelho esté representada a Abszso nm (€ix0 Vvertical principal),
a azul o gradiente salino entre 0 — 500 mM NaCl em 20 mM Tris-HCI, pH 7,6 e 0,2 mM CacCl; (eixo vertical
secundario), ambos representados em funcdo do volume (em mL) de 20 mM Tris-HCI pH 7,6 e 0,2 mM
CaCl,. A MreB comecgou a ser eluida a, aproximadamente, 275 mM de NaCl (55% da concentragdo
méxima de NacCl).

A identificagdo das proteinas eluidas nas fraces recolhidas foi efetuada através de
eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢Bes desnaturantes (SDS-PAGE) (Figura 111.21.),
permitindo identificar que a MreB foi eluida nas fracdes correspondentes ao volume de eluicao
entre 1320 e 1440 mL (assinalado com um circulo preto na Figura 111.20.), com

aproximadamente 55% da concentragdo maxima de NaCl (275 mM NacCl).
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Figura lll.21. Gel de SDS-PAGE (12,5% acrilamida) das fracdes (a-o) recolhidas apés cromatografia de
troca anionica (coluna DEAE FF); (M) marcador de massas moleculares (Thermo scientific). No retangulo
laranja estéo identificadas as fragbes com maior expresséo da proteina MreB. A eletroforese foi realizada
a 150 V durante aproximadamente 1 hora.

Apéds a andlise do gel de SDS-PAGE da Figura I1.21. foi possivel constatar quais eram
as fracdes que continham a proteina MreB expressa em maior quantidade e com menos
contaminantes (f-0); reuniram-se essas fragcdes e concentraram-se através de uma membrana

30 000 MWCO (Vivacell 70; Sartorius), a uma pressao de 3 bar, a 4 °C.

O segundo e Ultimo passo da purificacdo consistiu numa cromatografia de exclusao
molecular ou filtragdo em gel, tendo-se utilizado uma matriz Superdex 75, que separa as
proteinas de acordo com a sua massa molecular. A fragdo concentrada obtida ap6s a primeira
coluna cromatogréafica (DEAE FF) foi aplicada nesta Gltima coluna utilizada do processo de
purificac@o e eluida com o tamp&o 20 mM Tris-HCI, pH 7,6 e 0,2 mM CaCl, a um fluxo de 2
mL/min (Figura 111.22.)
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Figura lIl.22. Cromatograma da Ultima etapa da purificagdo, cromatografia de filtracdo em gel (matriz
Superdex 75), da fragdo da MreB concentrada obtida apds a etapa anterior. A amostra foi eluida em 20
mM Tris-HCI pH 7,6 e 0,2 mM CaCl, e a absorvancia foi monitorizada a 280 nm (representado a
vermelho). A azul esta indicado o pico maximo de absorvancia correspondente a MreB com menos
contaminantes presentes em solucéo.
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Mais uma vez, a identificacdo das proteinas eluidas nas fraces recolhidas foi efetuada
por SDS-PAGE (Figura 111.23.), permitindo identificar as fracdes onde a MreB foi eluida com
menos contaminantes presentes em solucao, correspondentes ao volume de eluicédo entre 154
e 175 mL (o pico maximo de absorvancia das fracdes contendo a MreB com menos

contaminantes esta assinalado com uma seta na Figura 111.22.).

kDa M a b c d e f g h i i k 1 m n
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Figura 1I1.23. Gel de SDS-PAGE (12,5% acrilamida) das fracdes (a-n) recolhidas apdés cromatografia de
filtracdo em gel (coluna Superdex 75); (M) marcador de massas moleculares (Thermo scientific). No
retangulo laranja estao identificadas as fragcBes que continham a MreB praticamente pura. A eletroforese
foi realizada a 150 V durante aproximadamente 1 hora.

Na Figura 111.24. estd representado um gel de SDS-PAGE de todas as fracdes
recolhidas no processo de purificacdo da proteina MreB, desde a cultura celular de 6 L induzida
com 0,5 mM IPTG, a 37 °C, 190 rpm (poco a), até a fracdo da proteina MreB pura (poco d),
depois de reunidas e concentradas as fragdes recolhidas apds a coluna Superdex 75 contendo
a MreB praticamente pura, ou seja, com menos contaminantes presentes em solugéo, através
de uma membrana 30 000 MWCO (Vivacell 70; Sartorius), a uma presséo de 3 bar, a 4 °C.
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Figura I11.24. Gel de SDS-PAGE (12,5% acrilamida) de todo o processo de purificacdo da proteina MreB
de M. hydrocarbonoclasticus desde a cultura celular de 6 L até & MreB pura. (a) Fracdo recolhida apds o
crescimento da cultura celular; (b) fracdo soluvel recolhida apds ultracentrifugagdo; (M) marcador de
massas moleculares; (c) fracdo concentrada recolhida apds coluna DEAE FF; (d) fragcdo concentrada
recolhida apds coluna Superdex 75. No retangulo vermelho estéa identificada a abanda correspondente a
MreB em todos os passos realizados. A eletroforese foi realizada a 150 V durante aproximadamente 1
hora.

A andlise do gel de SDS-PAGE da Figura I11.24. revela que a coluna de troca anibénica
utilizada na primeira etapa de purificagdo (poco c) foi eficaz na remocdo de alguns
contaminantes, enquanto a coluna de filtragdo em gel, utilizada na dltima etapa (poco d) foi
extremamente eficaz no processo de purificacdo, pois a proteina encontra-se significativamente

mais pura, podendo ser usada nos estudos de caracterizacdo subsequentes.

lll.2. Caracterizacdo bioquimica da proteina MreB

I11.2.1. Determinacdo da massa molecular da MreB

111.2.1.1. Determinacao por filtracdo em gel

De modo a determinar a massa molecular da proteina MreB, em solugdo, apos
purificagcéo, realizou-se uma cromatografia de filtracdo em gel, utilizando uma coluna Superdex
200 10/300 GL (GE Healthcare) equilibrada com 50 mM Tris-HCI, pH 7,6 e 150 mM NaCl, a um
fluxo de 0,5 mL/min. A reta de calibracdo foi efetuada com varias proteinas de massas
moleculares conhecidas [proteinas padréo: Ribonuclease A (13 700 Da), Ovalbumina (43 000
Da), Conalbumina (75 000 Da), Aldolase (158 000 Da) e Ferritina (440 000 Da)], como descrito
nos Materiais e Métodos, seccdo 11.2.4.2.1. A Figura 111.25. ilustra o cromatograma obtido

aquando da eluigdo das proteinas padrdo e da MreB, a preto e vermelho, respetivamente.
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Figura IIl.25. Cromatograma obtido para curva de calibracdo da cromatografia de exclusdo molecular
(Superdex 200 10/300 GL). No cromatograma estéo representadas as absorvancias ao comprimento de
onda de 280 nm das proteinas padrédo (preto) e da MreB (vermelho), ambas em funcédo do volume de
eluicdo (ve, em mL), onde Fer — Ferritina, Ald — Aldolase, CA — Conalbumina, OA — Ovalbumina e RibA —
Ribonuclease A. No canto superior direito esta representada a reta de calibragdo do coeficiente de
distribuicdo (Kay) (Vo = 7,98 mL e V; = 24 mL), em fungdo do logaritmo das massas moleculares (log
(MM)). Os circulos pretos sem preenchimento representam os padrées e o circulo vermelho com
preenchimento a MreB.

A massa molecular da MreB foi determinada através da representacdo do coeficiente
de distribuicdo (K,,) em funcdo dos valores do logaritmo das massas moleculares das proteinas
padrdo (log (MM)), como explicado na secc¢do 11.2.4.2.1. dos Materiais e Métodos. Através da
equacao da reta de calibracdo, K,, = -0,2733 (log (MM)) + 1,71, pode determinar-se a massa
molecular aparente da MreB; sabendo que o K,, = 0,4307, o valor obtido foi de 48 + 10 kDa
(Tabela lIL.11.).

Tabela IlLIl. Valores utilizados na determinacdo da massa molecular aparente da MreB. Sendo que V; =
24 mL, Vo = 7,98 mL e que a equacao da reta corresponde a Kay = - 0,2733 (log (MM)) + 1,71.

Proteinas Ve (ML) Kav log (MM) Massa Molecular (Da)

Ribonuclease 17,36 0,5855 4,1367 13 700
Ovalbumina 14,80 0,4257 4,6335 43 000
Conalbumina 14,07 0,3801 4,8751 75 000
Aldolase 12,90 0,3071 5,1987 158 000
Ferritina 10,55 0,1604 5,6435 440 000
MreB 14,88 0,4307 4,6809 47 962
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Tendo em conta que a massa molecular tedrica da MreB de M. hydrocarbonoclasticus,
calculada a partir da sequéncia de aminoacidos utilizando a ferramenta ProtParam (ExPASy), é
de 37 014,5 Da (37 kDa), é possivel prever que a proteina purificada apresenta uma massa

molecular idéntica a tedrica, tendo em conta os erros inerentes a esta determinacéo.

111.2.1.2. Determinacédo por gel de SDS-PAGE

Para determinar a massa molecular da MreB por SDS-PAGE, aplicou-se no mesmo gel
um conjunto de sete proteinas padrao de massas molecular conhecida [3-galactosidase (116
kDa), Albumina de soro bovino (66,2 kDa), Ovalbumina (45 kDa), Lactato Desidrogenase (35
kDa), REase Bsp981 (25 kDa), B-lactoglobulina (18,4 kDa) e Lisozima (14,4 kDa); Thermo
Scientific] e a amostra da proteina MreB (amostras M e d da Figura I11.24., respetivamente). De
seguida, representou-se graficamente o logaritmo de massas moleculares (log (MM)) em
funcéo da distancia de migracéo relativa (R;) com base nos valores obtidos para as bandas das
massas moleculares padrdo. A massa molecular da proteina MreB foi, entdo, calculada por
interpolacdo, usando a equacgdo da reta de calibragdo log (MM) = -1,0992 x (Ry) + 2,0656,
representada na Figura 111.26., tendo-se obtido o valor 42,478 kDa.
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Figura II.26. Reta de calibragdo do logaritmo das massas moleculares (log (MM)) das proteinas padrdo
em fungéo da distancia de migracao relativa no gel (Ry).

Na Tabela llL.Ill. sdo comparados os dois métodos utilizados para determinar a massa
molecular da proteina MreB, a cromatografia de filtracdo em gel e o gel de SDS-PAGE. Como é
possivel observar na Tabela lllL.IIl., a diferenga existente entre os valores de massa molecular

da MreB obtida através dos dois métodos utilizados ndo é significativa.

Tabela IlILIII. Comparagdo entre os dois métodos de determinacdo da massa molecular da MreB
utilizados (determinacéo por filtracdo em gel e por gel de SDS-PAGE).

Massa Molecular da MreB (kDa)

Filtracdo em gel Gel de SDS-PAGE
48 + 10 42,478 £ 0,030
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O gel de SDS-PAGE obtido para a MreB pura (Figura 111.24., amostra d) mostrou a
presenca de uma banda com mobilidade correspondente a uma massa molecular de
aproximadamente 43 kDa. Por outro lado, a massa molecular da MreB determinada através da
cromatografia de filtracdo em gel foi de 48 kDa. Embora estes valores sejam ligeiramente mais
elevados do que o valor calculado a partir da sequéncia em residuos de aminoéacidos utilizando
a ferramenta ProtParam (ExPASYy) (37 kDa), tendo em conta os erros inerentes a cada método

de determinacédo, pode afirmar-se que estéo dentro do intervalo de erro.

E de salientar que as discrepancias observadas entre os valores de massa molecular
tedricos (calculados a partir da sequéncia de aminoacidos utilizando a ferramenta ProtParam,
ExPASYy) obtidos para a MreB de outras bactérias (T. maritima e E. coli) e a massa molecular

referida em estudos anteriores®*°®

nao se observaram. Por exemplo, a massa molecular da
TmMreB calculada a partir da sequéncia em residuos de aminoacidos utilizando a ferramenta
ProtParam (ExPASYy) foi de 36,2 kDa, sendo que nos ensaios de polimerizacéo de van den Ent
et al. (2010) apresentava uma massa molecular de 35,8 kDa. A TmMreB apresenta uma massa
molecular inferior a calculada para a MreB de M. hydrocarbonoclasticus, uma vez que a
TmMreB possui menos residuos de aminoacidos do que a MreB de M. hydrocarbonoclasticus,
como se pode observar no alinhamento de sequéncias da Figura I11.2. A EcMreB é a proteina
que apresenta maior percentagem de identidade com a MreB de M. hydrocarbonoclasticus,
como ja foi referido anteriormente, possuindo o0 mesmo numero de residuos de aminacidos e
uma massa molecular estimada a partir da sequéncia em residuos de aminoacidos, utilizando a
mesma ferramenta (ProtParam; ExPASy), de 37 kDa. Porém, Kruse et al. (2006) referem no
seu estudo que a massa molecular da EcMreB é de 36,8 kDa, que é ligeiramente menor do que
a estimada (37 kDa). No entanto, as técnicas utilizadas nos estudos acima mencionados para a
determinacdo da massa molecular da MreB (espetrometria de massa e cromatografia de
exclusdo molecular acoplada a detetores de dispersio de luz multiangular, respetivamente®*>®),
sdo mais precisas do que as utlizadas no presente trabalho (filtracio em gel e gel de
SDS-PAGE), o que pode explicar a maior diferenca entre as massas moleculares prevista e
pratica da MreB de M. hydrocarbonoclasticus obtidas no presente trabalho, uma vez que se

usaram métodos de determinagdo menos precisos que 0s acima descritos por outros autores.

I11.2.2. Quantificacdo de proteina

A quantificac@o de proteina foi realizada segundo o método de Lowry ou através do kit

comercial do BCA, como referido nos Materiais e Métodos (secgéo 11.2.3.3.).

Por interpolacdo a partir das equacfes das retas de calibracdo (Figura 111.27.), usando
amostras de BSA com concentragdo rigorosamente conhecida (Abszsonm = 0,58 [MreB] +
0,0039 e Abssenm = 1,8293 [MreB] + 0,0007, obtidas pelo método de Lowry ou do BCA,
respetivamente), e tendo em conta o fator de diluicdo dos ensaios realizados, foi possivel

determinar a concentragdo da proteina total na amostra obtida (Tabela IIL.IV.).
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Figura Il1.27. Retas de calibracdo obtidas pelo método de Lowy e pelo método de BCA, utilizando
amostras de BSA de concentracéo conhecida.

Tabela Ill.IV. Concentracéo da proteina total na amostra de através do método de Lowry e do método de
BCA.

Método de Lowry Método de BCA
[MreB] (mg/mL) [MreB] (uM)  [MreB] (mg/mL) [MreB] (UM)
1,108 28+3 0,943 24 + 2

Para o método de Lowry, Chou & Goldstein (1960)*™° e Legler et al. (1985)™*° sugerem
que a reducdo do cobre ocorre diretamente através das cadeias laterais de alguns amino&cidos
(tirosina, triptofano, cisteina, asparagina e histidina) e, sabendo o nimero de residuos destes
aminoacidos presentes na MreB, calculados a partir da sua sequéncia primaria através da
ferramenta informatica ProtParam (ExPASy), é possivel afirmar que, como a proteina nao
possui triptofanos, mas possui 5 tirosinas, 3 cisteinas, 10 asparaginas e 4 histidinas, €, de
facto, espectavel que a concentracdo de proteina total determinada por este método seja
superior a concentracdo determinada pelo método de BCA, uma vez que, através deste Ultimo,
apenas a tirosina, triptofano, cisteina e cistina sdo capazes de reduzir o cobre e, como tal, a
concentracdo determinada sera, no caso particular da MreB de M. hydrocarbonoclasticus,

inferior.

No entanto, como o BCA é um reagente mais estavel em condi¢des alcalinas, pode ser
incluido na solucdo de cobre para permitir um procedimento de uma Unica etapa, tornando a
técnica mais rapida do que o método de Lowry, sendo esta a grande vantagem da sua

utilizacéo.
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I11.2.3. Espetroscopia de absorcdo na regido do Ultravioleta-Visivel —

determinacdo do coeficiente de extincdo molar

A MreB purificada foi, também, analisada por espetroscopia de absor¢ao na regido do
UltraVioleta-Visivel (UV-Vis). Os espetros foram obtidos entre os comprimentos de onda de 250
e 900 nm, num espetrofotometro UV-1800 (Shimadzu Spectrophotometer), para diferentes
concentragdes de proteina (em 20 mM Tris-HCI, pH 7,6, 0,2 mM CaCl, e 0,2 mM ATP). Na
Figura 111.28. apresenta-se, a titulo de exemplo, o espetro obtido para 556 UM MreB, sendo que
no inset desta se encontra destacado o pico correspondente ao ATP, uma vez que a MreB

possui um local de ligacédo de nucledtidos.
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Figura 111.28. Espetro de UV-Vis de 556 uM MreB em 20 mM Tris-HCI pH 7,6, 0,2 mM CaCl, e 0,2 mM
ATP, com destaque do pico correspondente ao ATP (inset).

Através da representacao grafica dos valores de absorvancia ao comprimento de onda
de 280 nm em funcédo da concentracdo de MreB (em uM), e sabendo que Abs =€ x ¢ x b (lei de
Lambert-Beer), foi possivel determinar o coeficiente de extingdo molar da proteina MreB, sendo
este de 27 900 M™cm™ (Figura 111.29.).
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Figura I11.29. Determinacdo do coeficiente de extingdo molar da proteina MreB em tampdo 20 mM
Tris-HCI pH 7,6, 0,2 mM CaCl, e 0,2 mM ATP. No canto superior direito esta representada a reta de
calibragdo das absorvancias obtidas a 280 nm em fun¢&o das diferentes concentra¢des de MreB.

O coeficiente de extingcdo molar obtido experimentalmente é superior ao valor teérico
estimado a partir da sequéncia em residuos de aminoécidos utilizando a ferramenta ProtParam
(ExPASY), 7 575 M'cm™, provavelmente devido & presenca de alguns contaminantes

presentes, ainda, em solugéo.

l11.3. Caracterizagcdo estrutural da proteina MreB de M.

hydrocarbonoclasticus

111.3.1. A polimerizacdo de MreB de M. hydrocarbonoclasticus

A actina presente em eucariotas tem como uma das suas principais caracteristicas a
capacidade de formar filamentos, 0 que esta intimamente ligado as fungbes bioldgicas que
desempenhal’z. Tal como referido na Introducdo (seccdo 1.1.1.), a MreB isolada de outras
bactérias apresenta, também, esta capacidade, o que tem permitido, entre outros, a sua

classificacdo como proteinas homélogas, pertencentes a mesma superfamilia®**2*.

No entanto, a MreB de M. hydrocarbonoclasticus ndo havia sido, ainda, estruturalmente

caracterizada, pelo que no presente trabalho, apds a sua caracterizacdo bioquimica, se torna
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essencial determinar se, a semelhanca de outras MreB de origem procariota, também esta
apresenta a capacidade para polimerizar, tendo-se, para tal, recorrido a técnica de disperséo

de luz, de acordo com o descrito na secc¢ao 11.3.1. dos Materiais e Métodos.

Como se pode observar pelo grafico presente na Figura 111.30., uma concentracao de
0,5 pM de MreB conduz ja a um aumento da intensidade de fluorescéncia, indicativo da

formag&o de filamentos.
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Figura 111.30. Dependéncia da concentracdo da MreB de M. hydrocarbonoclasticus. Intensidade da
dispersdo de luz em funcdo do tempo (em segundos) de polimerizacdo da MreB, em condi¢bes padrao
(20 mM Tris-HCI, pH 7,6 e 0,2 mM CacCl,), para diferentes concentragbes de MreB. A polimerizacéo foi
iniciada pela adicdo de 2 mM MgClz, 2 mM ATP e 50 mM KCI, 200 segundos apds o inicio dos ensaios
(assinalado com uma seta preta). Os ensaios de disperséo de luz foram monitorizados a 90° em relagdo a
luz incidente, num espetrofluorimetro com ambos 0os monocromadores posicionados a 546 nm, de acordo
com o descrito na seccéo 11.2.4.3. dos Materiais e Métodos.

Além disso, e de modo a determinar qual o efeito da concentracdo da MreB na
extensdo da polimerizacao, testaram-se vdarias concentracdes de MreB e verificou-se que a
intensidade do estado estacionéario (patamar) depende linearmente da concentracdo da MreB
(Figuras 111.30. e 111.31.).

A concentragdo critica foi determinada por extrapolacdo da equacdo da reta obtida,
Intensidade = 3,9815 [MreB] — 0,0117, para o valor de intensidade igual a zero. Um ajuste
linear da intensidade dependente da concentragdo indicou uma concentracdo critica de,
aproximadamente, 3 nM. Uma concentragdo critica idéntica foi obtida para a TmMreB, num
estudo realizado anteriormente®. Uma andlise semelhante para a actina sugeriu uma
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concentracdo critica de aproximadamente, 0,25 uM™"', ou seja, a concentracao critica da MreB

de M. hydrocarbonoclasticus é, aproximadamente, 100 vezes menor que a da actina.

No entanto, o valor da concentragao critica da MreB de M. hydrocarbonoclasticus,

determinado no presente trabalho e da TmMreB, determinado por Esue et al. (2005), é
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consideravelmente diferente do valor determinado por outros autores. Bean & Amann (2008)
determinaram que a concentracgao critica para a polimerizagcdo da TmMreB1 foi de 0,5 uM. Um
ano depois Mayer & Amann (2009) determinaram uma concentracao critica de = 0,9 uM para a
BsMreB, independentemente da presenca ou auséncia de nucleétidos®’ e, posteriormente,
Popp et al. (2010) determinaram uma concentracao critica de 1 UM para a polimerizacdo da
TmMreB*. Finalmente, em 2013, Nurse & Marians, determinaram o valor da concentracio
critica mais elevado, até ao momento, para a polimerizagdo da EcMreB (1,5 uM)*.

A baixa concentracdo critica para a polimerizagdo da MreB de M.
hydrocarbonoclasticus sugere que existe uma afinidade significativamente mais elevada entre
0s monémeros de MreB e entre 0 mondmero e o filamento de MreB, por comparagdo com o
observado para a actina. Este facto pode explicar o espacamento longitudinal ligeiramente
menor entre monémeros num filamento de MreB (51 A), quando comparado com a F-actina (55
A)'®. A concentracdo intracelular muito inferior da MreB em bactérias (= 5,6 pM)™®, em

comparacdo com a da actina em células eucaridticas (< 550 pm)*&°

pode, de fato, exigir
interaces mais fortes entre a MreB para desempenhar as suas fung¢fes estruturais, quando

comparada com a actina em células eucaridticas.

w
[
y

y = 3.9815x - 0.0117
R2=0.9872

N W
o O
1

=
[é)]

Intensidade (UA)
= N
o o

[¢)]

o 1 2 3 4 5 6 7 8
[MreB] (uM)

Figura 111.31. Determinacéo da concentragdo critica da MreB de M. hydrocarbonoclasticus. Intensidade da
disperséo de luz em fun¢do da concentracdo da MreB, em condi¢des padrdo (2 mM MgCl,, 2 mM ATP e
50 mM KCIl em 20 mM Tris-HCI, pH 7,6 e 0,2 mM CaCl), monitorizada a 90° em relagdo a luz incidente,
num espetrofluorimetro com ambos os monocromadores posicionados a 546 nm, de acordo com o
descrito na seccdo 11.2.4.3. dos Materiais e Métodos.

Para além disso, representaram-se também as velocidades iniciais (s™) obtidas em

funcdo das diferentes concentracdes de MreB (Figura I11.32.), tendo os dados experimentais

0,0991

obtidos sido ajustados a uma funcdo sigmoidal descrita pela equacdo v = PP ERR T Y

onde 0,0991 corresponde a assimptota superior, ou seja, ao valor maximo da velocidade da
reacdo de polimerizacdo da MreB de M. hydrocarbonoclasticus, sendo que a concentracdo da

proteina onde a velocidade de polimerizacéo é metade do valor maximo corresponde a 2,4 UM.
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Figura 111.32. Velocidade de polimerizacdo em fungdo da concentracdo de MreB de M.
hydrocarbonoclasticus em condi¢des padrdo (2 mM MgCl,, 2 mM ATP e 50 mM KCIl em 20 mM Tris-HCI,
pH 7,6 e 0,2 mM CacCly).

Esue et al. (2005) analisaram, de igual modo, a formacgéao de flamentos da TmMreB em
funcé@o do tempo e da concentragdo, comparam a polimerizacdo da F-actina e observaram que,
para concentragbes = 1 pM, a polimerizagdo da MreB foi muito mais rapida do que a
polimerizacdo da actina e a intensidade de disperséo de luz atingiu um patamar em poucos
minutos, ou seja, a TmMreB demorou, aproximadamente, 15 minutos para atingir o patamar e a
actina aproximadamente, 75 minutos. De igual modo, para concentracbes = 1 uM, a
intensidade da dispersédo de luz da MreB de M. hydrocarbonoclasticus atingiu um patamar a,
aproximadamente, 15 minutos, apds a adicao de 2 mM MgCl,, 2 mM ATP e 50 mM KCI. A
intensidade da dispersdo de luz no estado estacionario de solucbes com a TmMreB
polimerizada foi, também, significativamente maior que a obtida para solu¢bes de F-actina,

para a mesma concentracdo de proteina.

Mais tarde, em 2008, Bean & Amann, também compararam a intensidade da dispersdo
de luz pela TmMreB polimerizada a da actina muscular e verificaram que, embora cada
molécula seja polimerizada num periodo de tempo mais ou menos semelhante, ou seja, atinja
um patamar, aproximadamente apos o mesmo tempo de polimerizacdo (aproximadamente,
1000 segundos), a TmMreB polimerizada dispersa a luz cerca de 35 vezes mais do que iguais
concentracgdes de actina muscular polimerizada®.

Curiosamente, e como foi referido em estudos anteriores'”**%

, a polimerizacdo da
MreB é modulada negativamente ou inibida para concentracdes de K" fisiolégicas (= 200
mM)*?°, o que podera ser explicado pelo facto da MreB poder adaptar-se de tal modo que o K*
presente no citoplasma impede a polimerizacdo excessiva, uma vez que a
“sobre-polimerizacdo” poderia alterar o equilibrio com os seus parceiros de interagdo ou

interferir com outros processos celulares®.
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Posto isto, analisou-se, também, qual o efeito da concentracdo de KCI na
polimerizacdo da MreB, sendo que se optou por usar uma concentracdo de proteina nos
ensaios de 4 pM, uma vez que esta concentracdo € superior a concentracdo critica
determinada e a concentracdo que corresponde a metade da velocidade maxima para a reacao
de polimerizagdo (Figura 111.33.), e relativamente préxima da concentragdo fisiolégica em

bactérias (0,2 mg/mL, aproximadamente, 5 pM).
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Figura 111.33. Dependéncia da concentracdo de KCI. Intensidade da disperséo de luz em fung&o do tempo
(em segundos) de polimerizacdo da MreB de M. hydrocarbonoclasticus, em condi¢8es padrao (4 pM MreB
em 20 mM Tris-HCI, pH 7,6 e 0,2 mM CacCl,), para diferentes concentra¢des de KCI. A polimerizagéo foi
iniciada pela adi¢do de 2 mM MgClz, 2 mM ATP e 0 — 200 mM KCI, 200 segundos ap0s o inicio dos
ensaios (assinalado com uma seta preta). Os ensaios de dispersdo de luz foram monitorizados a 90° em
relagdo a luz incidente, num espetrofluorimetro com ambos 0os monocromadores posicionados a 546 nm,
de acordo com o descrito na seccao 11.2.4.3. dos Materiais e Métodos.

Verificou-se que a reacao de polimerizacdo da MreB de M. hydrocarbonoclasticus é
bastante sensivel a concentracdo deste sal monovalente, uma vez que ndo polimeriza na
auséncia de KCI, ao contrario da MreB de outras espécies, nomeadamente, da BsMreB'’ e da
EcMreB, sendo que esta Ultima também é capaz de polimerizar, ainda que, apdés um periodo
de laténcia®. Verificou-se ainda que as concentracdes de KCI entre 75 — 200 mM inibem
fortemente a polimerizacdo e que esta reagdo com 25 e 50 mM KCI é bastante semelhante,

podendo ser consideradas concentragfes 6timas nas condig8es utilizadas.

van den Ent et al. (2001) e Popp et al. (2010) ndo observaram uma inibicdo significativa
da polimerizacdo da TmMreB, enquanto Esue et al. (2005) e Bean & Amann (2008)
observaram. Popp et al. (2010) verificaram que mesmo na presenca de 350 mM de KCI a
TmMreB foi capaz de formar filamentos, enquanto, Bean & Amann (2008), por seu turno,
verificaram que concentracdes de KCI tdo baixas como 75 — 100 mM inibiram fortemente a
polimerizacdo e a duracéo da fase de laténcia da reacdo®. Da mesma forma, a polimerizacdo
da BsMreB foi quase inteiramente inibida a 100 mM e o aumento da concentragdo de KCl de 0
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para apenas 10 mM foi suficiente para diminuir a taxa de polimerizacdo em 50%"". A taxa de
polimerizagdo da EcMreB também diminuiu notavelmente a 100 mM KCI e foi muito baixa

I**. E de salientar que, embora seja referido que van den

(proxima de zero) para 200 mM KC
Ent et al. ndo observaram uma inibicdo significativa da polimerizacdo da TmMreB e que Esue

et al. observaram, ndo esta explicito nestes estudos qual a concentracdo de KCl utilizada.

Uma vez que a polimerizacdo dos filamentos de actina é fortemente promovida por
efeitos de aglomeracdo macromoleculares no citoplasma121, a inibicdo provocada pela
presenca do sal na polimerizacdo da MreB pode servir para modular a polimerizacdo em
células, de modo a permitir o comportamento dindmico, em vez da polimerizacao facilitada.
Portanto, enquanto as células eucariéticas recorrem ao uso especifico da despolimerizacéo da
actina e proteinas sequestradoras'™® para evitar a polimerizacdo descontrolada, as bactérias
podem, pelo menos em parte, explorar as propriedades fisicas do citoplasma diretamente para

atingir o mesmo fim*’.

A polimerizacdo da actina requer ATP e Mg>* como cofatores, como foi mencionado
anteriormente na Introducdo (secc¢do 1.1.4.). A presenca destes dois cofatores favorece
cineticamente a formagéo de uma molécula iniciadora da nucleagéo para que as subunidades
adicionais possam agregar-se para formar um filamento®. A MreB, por sua vez, também
polimeriza na presenca de ATP e Mg2+ €, como ja se observou anteriormente noutros estudos,

com concentracdes criticas préximas da concentracdo critica da actina*”***

. No entanto, o
papel desses cofatores na polimerizacdo da MreB tem sido menos evidente devido a existéncia
de estudos contraditérios, tal como referido anteriormente. Como tal, no presente estudo
analisou-se, também, qual o efeito da concentracdo de ATP na polimerizacdo da MreB de M.
hydrocarbonoclasticus e se a mesma polimeriza, ou ndo, na auséncia de nucleétidos (Figura

11.34.).
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Figura 111.34. Dependéncia da concentracdo de ATP. Intensidade da disperséo de luz em funcdo do
tempo (em segundos) de polimerizacdo da MreB de M. hydrocarbonoclasticus, em condi¢Bes padréo (4
UM MreB em 20 mM Tris-HCI, pH 7,6 e 0,2 mM CaCl,), para diferentes concentracbes de ATP. A
polimerizag&o foi iniciada pela adicdo de 2 mM MgCl;, 50 mM KCl e 0 — 4 mM ATP, 200 segundos apdés o
inicio dos ensaios (assinalado com uma seta preta). Os ensaios de dispersédo de luz foram monitorizados
a 90° em relagdo a luz incidente, num espetrofluorimetro com ambos os monocromadores posicionados a
546 nm, de acordo com o descrito na seccao 11.2.4.3. dos Materiais e Métodos.

De acordo com este estudo, a MreB de M. hydrocarbonoclasticus ndo polimeriza na
auséncia de nuclettidos, nem com 1 mM de ATP, mas a velocidade e extensdo da
polimerizagdo da MreB sdo superiores para 4 mM ATP, por comparagdo com uma
concentracdo de ATP de 2 mM. Estes dados séo diferentes dos obtidos num estudo realizado,
em 2009, por Mayer & Amann, no qual é referido que a BsMreB n&o necessita de nucleotidos

para polimerizar'’.

Curiosamente, quando a EcMreB é incubada na auséncia de nucleétidos existe um
aumento da intensidade da dispersdo de luz, atingindo-se praticamente o mesmo valor da
extensdo observada na presenca de ATP, apés uma longa fase de laténcia®, ou seja, embora
as velocidades sejam diferentes, na presenca ou auséncia de ATP, a extens&o é praticamente

idéntica apds algum tempo de adaptacéo as condi¢des utilizadas.

Os dados acima apresentados permitem concluir que, de facto, existe uma grande
diversidade nas caracteristicas da proteina MreB de diferentes espécies, nomeadamente no
que diz respeito a reacao de polimerizagdo, o que pode ser explicado pela grande diversidade
dos meios onde estas bactérias se encontram, o que fara com que haja uma necessidade de
adaptacao as condi¢des envolventes.
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111.3.2. Espetroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

Para caracterizar o local de ligacdo dos nucledtidos da MreB de M.
hydrocarbonoclasticus realizaram-se ensaios de espetroscopia de Ressonancia Magnética
Nuclear na auséncia e na presenca de diferentes nucleétidos (ATP, CTP e GTP) em 20 mM
Tris-HCI, pH 7,6 e 0,2 mM CaCl, e os espetros obtidos foram processados através do
programa TOPSPIN 2.0 (Bruker). Nas Figuras I11.35., 111.36. e I11.37. estdo representados o0s
espetros de 'H-RMN da molécula de ATP, CTP e GTP, respetivamente, e como se pode
observar as ressonancias significativas correspondem aos protées do grupo -NH, do anel de
pirimidina (ATP e GTP) e da base azotada, em todos os casos (ATP, CTP e GTP).

LA
TR

[ 7 6 5 [ppm)

Figura 11.35. Espetro de '"H-RMN da molécula de ATP (Adenosina-5’-Trifosfato) em 20 mM Tris-HCI, pH
7,6 e 0,2 mM CaCl,. A atribuicdo de ressonancias encontra-se de acordo com o descrito na base de
dados SDBS (Spectral Database for Organic Compounds). No inset encontra-se representada a molécula
de ATP com indicacdo dos protdes que correspondem as ressonancias atribuidas no espetro. Os
espetros foram adquiridos a 25 °C num espetrémetro Bruker Avance Il 400 MHz equipado com uma
unidade de controlo da temperatura. Acumularam-se 16 scans por espetro, com um tempo de espera de
1,5 s entre scans, de acordo com o descrito na seccao 11.2.4.4. dos Materiais e Métodos.
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Figura 111.36. Espetro de "H-RMN da molécula de CTP (Citosina-5’-Trifosfato) em 20 mM Tris-HCI, pH 7,6
e 0,2 mM CacCl,. A atribuicdo de ressonancias encontra-se de acordo com o descrito na base de dados
SDBS (Spectral Database for Organic Compounds). No inset encontra-se representada a molécula de
CTP com indicagéo dos protdes que correspondem as ressonancias atribuidas no espetro. Os espetros
foram adquiridos a 25 °C num espetrémetro Bruker Avance 1l 400 MHz equipado com uma unidade de
controlo da temperatura. Acumularam-se 16 scans por espetro, com um tempo de espera de 1,5 s entre
scans, de acordo com o descrito na sec¢éo 11.2.4.4. dos Materiais e Métodos.

Figura I11.37. Espetro de '"H-RMN da molécula de GTP (Guanosina-5’-Trifosfato) em 20 mM Tris-HCI, pH
7,6 e 0,2 mM CaCl,. A atribuicdo de ressonancias encontra-se de acordo com o descrito na base de
dados SDBS (Spectral Database for Organic Compounds). No inset encontra-se representada a molécula
de GTP com indicacdo dos protdes que correspondem as ressonancias atribuidas no espetro. Os
espetros foram adquiridos a 25 °C num espectrometro Bruker Avance Il 400 MHz equipado com uma
unidade de controlo da temperatura. Acumularam-se 16 scans por espetro, com um tempo de espera de
1,5 s entre scans, de acordo com o descrito na sec¢édo 11.2.4.4. dos Materiais e Métodos.
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Nas Figuras 111.38., 111.39. e 111.40. estdo representados os espetros de RMN-STD da
molécula de ATP, CTP e GTP, respetivamente, em 20 mM Tris-HCI, pH 7,6 e 0,2 mM CaCl,. O
espetro que fornece a informacdo necessaria para determinar o modo de interacéo
ligando-proteina é o espetro da diferenca, que corresponde apenas aos sinais do ligando que
receberam a transferéncia de saturacao da proteina (a preto), e que é determinado através da
diferenca entre o espetro off-resonance (proteina ligada ao ligando sem saturacéo, a vermelho)
e 0 espetro on-resonance (proteina ligada ao ligando saturada seletivamente, a azul). Os sinais
de igual intensidade no espetro de on-resonance e de off-resonance, ndo aparecem no espetro
da diferenca. Posto isto, é possivel concluir que, o efeito RMN-STD é predominante na
ressonancia entre os 7 e 0s 6 ppm no caso do ATP e do GTP, e na ressonancia proxima dos 4

ppm para todos os nucleétidos utilizados nos ensaios (ATP, CTP e GTP).

Desta forma, associando os dados obtidos através dos espetros de ‘H-RMN com os
dados obtidos por RMN-STD da molécula de ATP, CTP e GTP, foi possivel determinar que o
modo de interacdo do ATP e do GTP com a MreB de M. hydrocarbonoclasticus no local de
ligacdo de nuclettidos é semelhante, adotando estes uma conformacéo tal que se ligam a
proteina através do grupo —NH, do anel de pirimidina e da pentose, ao contrario do CTP, que

se liga apenas através da pentose.

Uma vez que néo havia sido determinado o modo de interacdo dos nucleétidos com a
MreB de outras bactérias ndo foi possivel comparar os dados obtidos com os de outros

organismos.
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Figura 111.38. Espetro de RMN-STD da molécula de ATP em 20 mM Tris-HCI, pH 7,6 e 0,2 mM CaCl,. A
azul esté representado o espetro on-resonance, a vermelho o espetro off-resonance e a preto o espetro
da diferenca. A razédo [ATP]/[MreB] é igual a 1000. No espetro estdo indicadas com uma seta preta as
ressonancias que sofreram maior efeito de RMN-STD. Os dados de RMN-STD foram adquiridos a 25 °C
num espetroémetro Bruker Avance Ill 400 MHz equipado com uma unidade de controlo da temperatura,
tendo-se acumulado 16 scans por espetro. A saturagdo foi conseguida através da aplicacdo de uma série
de pulsos Gaussianos de 90° com a frequéncia especificada (2,94 ppm, on-resonance ou 25 ppm,
off-resonance) com uma duragéo total de 2 segundos, de acordo com o descrito na sec¢do 11.2.4.5. dos

Materiais e Métodos.
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Figura I11.39. Espetro de RMN-STD da molécula de CTP em 20 mM Tris-HCI, pH 7,6 e 0,2 mM CaCl,. A
azul esta representado o espetro on-resonance, a vermelho o espetro off-resonance e a preto o espetro
da diferencga. A razdo [CTP]/[MreB] é igual a 1000. No espetro esta indicada com uma seta a ressonancia
que sofreu maior efeito de RMN-STD. A saturacdo foi conseguida através da aplicacdo de uma série de
pulsos Gaussianos de 90° com a frequéncia especificada (2,94 ppm, on-resonance ou 25 ppm,
off-resonance) com uma duragéo total de 2 segundos, de acordo com o descrito na seccéo 11.2.4.5. dos
Materiais e Métodos.
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Figura 111.40. Espetro de RMN-STD da molécula de GTP em 20 mM Tris-HCI, pH 7,6 e 0,2 mM CaCl,. A
azul esté representado o espetro on-resonance, a vermelho o espetro off-resonance e a preto o espetro
da diferenca. A razdo [GTP]/[MreB] é igual a 1000. No espetro estdo indicadas com uma seta as
ressonancias que sofreram maior efeito de RMN-STD. A saturacgado foi conseguida através da aplicacédo
de uma série de pulsos Gaussianos de 90° com a frequéncia especificada (2,94 ppm, on-resonance ou 25
ppm, off-resonance) com uma dura¢éo total de 2 segundos, de acordo com o descrito na seccgéo 11.2.4.5.
dos Materiais e Métodos.
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Capitulo IV Conclusdes e Perspetivas Futuras

Neste trabalho realizou-se a amplificacdo bem sucedida do gene que codifica a
proteina MreB de Marinobacter hydrocarbonoclasticus, clonando-o, de seguida, no vetor de
expressdo pET-22b(+) para se efetuar a sobre-expressao desta. Apds tratamento e andlise da
sequéncia verificou-se que a obtida neste trabalho era idéntica a depositada na base de dados

(National Center for Biotechnology Information — NCBI).

ApOs a realizagédo dos testes de expressao, concluiu-se que as condi¢cdes 6timas de
crescimento ocorrem quando a inducao € efetuada a uma densidade 6tica ao comprimento de
onda 600 nm de, aproximadamente, 0,6 (D.O.500 nm = 0,6), utilizando-se uma concentracdo de
IPTG de 0,5 mM e a temperatura de 37 °C, a 190 rpm.

As técnicas de purificagcdo utilizadas (centrifugacdes diferenciais e cromatografia de
troca aniénica e de filtracdo em gel) mostraram-se eficazes na remogdo de contaminantes
proteicos em solucdo, sendo que a MreB é a proteina existente em maior quantidade na fragédo

final, utilizada nos estudos subsequentes.

Relativamente a caracterizagdo bioquimica da MreB, determinou-se a massa molecular
da proteina por cromatografia de filtracgdo em gel e através do gel de SDS-PAGE
(aproximadamente 48 + 10 kDa e 42,5 kDa, respetivamente), e verificou-se que estes valores
séo ligeiramente mais elevados que o valor calculado teoricamente a partir da sequéncia em
residuos de aminoacidos, utilizando a ferramenta ProtParam (ExPASy) (37 kDa). Como tal,
sugere-se que a massa molecular da MreB de M. hydrocarbonoclasticus devera ser, no futuro,
determinada por espetrometria de massa, uma vez que esta técnica é muito mais precisa
relativamente as técnicas utilizadas e podera facultar um valor mais aproximado do valor
calculado teoricamente. Determinou-se, também, experimentalmente o coeficiente de extingéo
molar (€280 nm = 27 900 M'lcm"l) e verificou-se que é superior ao valor teérico estimado a partir
da sequéncia em residuos de aminoacidos, utilizando a ferramenta ProtParam (ExPASYy), 7 575
Miem™, provavelmente devido a presenga de alguns contaminantes proteicos presentes,

ainda, em solucéo.

Para determinar se a MreB de M. hydrocarbonoclasticus teria a mesma capacidade de
polimerizar que a sua homologa, a actina eucariética, recorreu-se a técnica de dispersdo de luz
e os dados estruturais obtidos indicaram que a intensidade do estado estacionario (patamar)
dependente linearmente da concentracdo de MreB. Um ajuste linear da intensidade
dependente da concentragdo indicou uma concentracdo critica de = 3 nM para a MreB de M.
hydrocarbonoclasticus, sendo este um valor idéntico ao determinado por Esue et al. (2005)
para a TmMreB. Uma analise semelhante para a actina sugeriu uma concentracao critica de

aproximadamente, 0,25 pM™’, ou seja, a concentracdo critca da MreB de M.
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Capitulo IV Conclusdes e Perspetivas Futuras

hydrocarbonoclasticus €, aproximadamente, 100 vezes inferior a da actina. Verificou-se, ainda,

que a velocidade de polimerizacdo da MreB de M. hydrocarbonoclasticus se ajusta a uma

0,0991

funcéo sigmoidal descrita pela equacéo v = PRPPLETE T Y

Ainda em relagcdo a caracterizagdo estrutural verificou-se que a reagdo de
polimerizacdo da MreB de M. hydrocarbonoclasticus é bastante sensivel a concentracéo do sal
monovalente (KCI), uma vez que ndo polimerizou na auséncia do mesmo, sendo que as
concentracdes de KCl entre 75 — 200 mM inibiram fortemente a polimerizacdo, analogamente
aos dados obtidos por Bean e Amann (2008) para a TmMreB. Verificou-se, ainda, que a MreB
de M. hydrocarbonoclasticus ndo polimeriza na auséncia de nucleétidos, ao contrario da MreB
de outras espécies, nomeadamente, a BsMreB'’ e a EcMreB, sendo que esta (ltima também é
capaz de polimerizar, ainda que, ap6és um periodo de laténcia® e que, a reagdo de

polimerizacdo da MreB da M. hydrocarbonoclasticus com 25 e 50 mM KCI| é bastante

semelhante, podendo ser consideradas concentra¢fes 6timas nas condi¢fes utilizadas.

Como trabalho futuro, relativamente a caracterizagdo estrutural, deveriam ser
realizados ensaios de polimerizacdo na presenca de diferentes concentrages de MgCl, ou até
mesmo de CaCl,, de modo a verificar qual a influéncia de catiées divalentes na polimerizagao

da MreB de M. hydrocarbonoclasticus, uma vez que se sabe que estes catides tém influéncia

17.203032 Tando em conta

e do pH'*** para

tanto na polimeriza¢do da actina como da MreB de outros organismos

que a MreB de outras bactérias é dependente da temperatura®’*%

%031 deveriam ser também testadas

polimerizar e, em alguns casos, também dos nucleoétidos
todas estas condi¢Bes, bem como, a atividade ATP&sica da MreB por producdo do fosfato
inorgénico e, por fim, analisar a troca de ATP no local de liga¢do de nucledtidos utilizando o

€-ATP e comparar todos estes dados com os reportados para a actina.

Para caracterizar o local de ligacdo dos nucledtidos da MreB de M.
hydrocarbonoclasticus realizaram-se ensaios de espetroscopia de Ressonancia Magnética
Nuclear na auséncia e na presenca de diferentes nuclettidos; determinou-se que o modo de
interacdo do ATP e GTP com a proteina no local de ligacdo de nucle6tidos € semelhante,
adotando estes uma conformacéo tal que se ligam através da pentose e do grupo —NH, do anel
de pirimidina, ao contrario do CTP, que se liga apenas através da pentose. Para complementar
estes dados, de modo a que fosse possivel calcular a constante de dissociagdo (Kp) do
complexo ligando-proteina, seria necessario realizar uma titulagdo RMN-STD com diferentes
concentracdes de ligando-proteina. Para determinar o papel do grupo trifosfato na ligagao dos

nucleétidos & proteina, também se poderia recorrer & espetroscopia de *P-RMN.

Num trabalho futuro, seria, também, interessante realizar um crescimento da M.
hydrocarbonoclasticus e a purificacdo da MreB nativa desta bactéria para comparar com o0s
resultados obtidos para esta proteina sobre-expressa heterologamente, bem como a realizacéo
de experiéncias in vivo com proteinas de fusdo, nomeadamente a proteina verde fluorescente,
muito Util em estudos de microscopia de fluorescéncia, de modo a analisar a localizagao e a

dindmica dos filamentos da MreB de M. hydrocarbonoclasticus.
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Anexos

Anexo |. Composicdo dos geéis e solucbes de eletroforese
SDS-PAGE

Tabela Al.l. Composicdo quantitativa dos géis de poliacrilamida 12,5% (m/V) em solugdo tampéao
Tris-Tricina. O Persulfato de amoénia (PSA, Sigma-Aldrich® e o TEMED (do inglés,
Tetramethylethylenediamine, com a férmula (CHs3):NCH,CH;N(CH3),, Merk), sdo adicionados
imediatamente antes de colocar a solugdo no suporte de vidro, para evitar a polimerizagdo antes da
aplicacdo da solucdo do gel no local adequado. As solugBes para realizacdo de géis sao guardadas a 4
°C, a excegdo do PSA, que é conservado a -20 °C. O stock da mistura de Acrilamida/Bisacrilamida tem
uma percentagem diferente para o gel de separagdo e concentracéo, 41,5% / 1,5% (m/V) e 48% / 1,5%
(m/V), respetivamente.

Componentes Gel de Separacéao (12,5%) Gel de Concentracgéo (4%)
Acrilamida/Bisacrilamida 1,1 mL 0,2 mL
Tampéo do gel 1,4 mL 0,6 mL
Glicerol 100% 0,7 mL -
Agua Milli-Q 1mL 1,6 mL
PSA 10% 35 uL 16 pL
TEMED 3,5 L 2,4 UL

Tabela Al.Il. Composigdo quantitativa da solugdo aquosa do tampdo de amostras para eletroforese
SDS-PAGE. Os volumes apresentados sdo para um Viga de 20 mL.

Componentes Quantidade
0,5 M Tris-HCI pH 6,8 5mL
SDS 10% 8 mL
B-Mercaptoetanol 1mL
Glicerol 2mL
Azul Bromofenol 4 mg

Tabela Allll. Composi¢do quantitativa da solugdo corante para géis de SDS-PAGE. Vina = 250 mL (em
H-0).

Componentes Volume (mL)
Azul Coomassie R-250 5mL
Acido Acético Glacial 8 mL

Metanol 1mL
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Anexo Il. Reagente de Biureto (Método de Lowry)

Tabela All.l. Composicdo e modo de preparagdo da solucéo do reagente de Biureto para o método de
guantificacdo da proteina através do método de Lowry.

Preparacédo (500 mL)

1 Dissolver 0,75 g de sulfato de cobre (1) (CuS0O,.5H,0) mais 3 g de tartarato de sédio e
potassio (KNaC;H,0¢.4H,0) em 250 mL de agua destilada
Dissolver 15 g de NaOH em 100 mL de &gua destilada

w

Juntar a solucdo preparada no passo 1 a solugao preparada no passo 2

N

Adicionar 0,5 g de iodeto de potéassio (KI) e perfazer até 500 mL com agua destilada
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