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1. Introducéo

Desde a migracdo da populacdo do campo para as cidades, doencas infecciosas tornaram-se
problemas importantes na salde publica, especialmente sob condi¢Bes precérias de saneamento e
higiene. No ano 1900 nos Estados Unidos, as trés principais causas de morte eram pneumonia,
tuberculose, diarreia e enterite, causando 1/3 das mortes daquele ano. (CENTERS FOR DISEASE
CONTROL AND PREVENTION (CDC), 1999) Com a melhoria da satde publica e, posteriormente,
com a introdugéo da penicilina em 1940, a expectativa de vida aumentou em 29,2 anos. Do comego
do século XX até o seu fim, a introducdo de antibioticos e de outros farmacos foi uma das causas
mais importantes para 0 aumento da expectativa de vida e da introducdo da ciéncia na saude publica.
(CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION (CDC), 1999)

Logo no fim do século XX, 1980-1990, notou-se que o ressurgimento da tuberculose e o
aparecimento da AIDS aumentaram a taxa de mortalidade por doencas infecciosas, esse aumento,
especialmente nos ultimos 20 anos, tem sido associado a diversos fatores e a resisténcia a antibioticos
tem sido listado como um fator importante (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND
PREVENTION (CDC), 1999) De acordo com o Centers for Disease Control and Prevention (CDC),
desde 2013, o nimero de pessoas infectadas por bactérias multirresistentes em estado grave nos
Estados Unidos por ano chega a 2 milhdes, levando a 23.000 ébitos. (CENTERS FOR DISEASE
CONTROL AND PREVENTION (CDC), 2013) A resisténcia a antibioticos, considerada um dos
desafios aos sistemas de salde contemporaneos, causa 700 mil mortes por ano, globalmente, e pode
chegar a 10 milhdes de 6bitos por ano em 2050, caso nao haja politicas para resolver o problema.
Esse novo nimero de dbitos para 2050 € maior do que o de pessoas que morrem de cancer atualmente.
(SHANKAR, 2016)

Em conjunto com a OMS, 66 paises estdo monitorando e notificando a resisténcia a
antibioticos nos dias de hoje (2020) e através desse monitoramento foi possivel constatar que os
tratamentos para infec¢bes comuns, como infecgbes do trato urinario (ITU) ou algumas formas de
diarreias, estdo sofrendo com a alta taxa de resisténcia a antimicrobianos. As pesquisas sugerem que
0 mundo esta ficando sem meios eficazes para combater essas doencas. (OMS, 2020) Desta forma,
h& uma necessidade constante de novos ciclos de descoberta de antibidticos, ja que ndo € mais uma
questao de “se” haverd resisténcia, mas “quando” havera resisténcia. (WALSH; WENCEWICZ,
2014)

As consequéncias de infec¢des causadas por bactérias multirresistentes causam um impacto

financeiro importante nos sistemas de saude. Nos EUA, estima-se um impacto de US$ 20 bilhGes em



custos adicionais na satde e US$35 bilhdes em custos sociais anualmente. (BUSH et al., 2011) De
acordo com o economista britanico Jim O’Neill, os dez milhdes de dbitos por ano que serdo atribuidos
a resisténcia antimicrobiana até 2050 gerardo um impacto econdmico mundial de cem trilhdes de
délares. (O "NEILL, 2015)

A combinacdo de antibidticos surge como uma alternativa & monoterapia tipicamente
utilizada. Algumas estratégias para sensibilizar a parede de bactérias Gram-positivas, por exemplo,
vem sendo avaliadas para que assim, os tratamentos com antibidticos B-lactamicos, sejam mais
efetivos. (WALSH; WENCEWICZ, 2014) Por exemplo, a familia das epimerases MnaA séo
essenciais para a biossintese de &cidos teicoicos (WTA) da parede celular bacteriana de staphylococci.
Apos a inativacdo genética da MnaA, Mann e colaboradores mostraram que ndo ha formagdo de
biofilme bacteriano, o que foi suficiente para reduzir a MIC de 32 para 0,25 pg/ml para o antibiotico
imipenem. (MANN et al., 2016).

A parede celular de bactérias Gram-positivas € composta por glicopolimeros, como &cidos
teicdicos, ligados aos peptideoglicanos e tem como caracteristica diferenciadora das bactérias Gram-
negativas uma maior espessura. Muitas bactérias Gram-positivas tém a capacidade de formar
biofilmes que conferem resisténcia a antibioticos. (MANN et al., 2016) Biofilmes maduros formam
complexos compostos de polissacarideos, proteinas, &cidos nucleicos e lipideos que permanecem em
uma matriz extracelular, envolvendo as bactérias. Nessa configuracdo, os microrganismos podem
tornar-se 1000 vezes mais resistentes e por isso estdo associados a causa de 65% das infecc¢des
bacterianas. (DALE etal., 2017)

Um estudo da Society for Healthcare Epidemiology of America de 2013 registrou que
patdégenos do grupo Enterococcus spp. (Gram-positivos) sdo responsaveis por 14% das infeccGes
associadas a sistemas de salde e que conferem resisténcia antimicrobiana pelo relato de 2039
hospitais. (SIEVERT et al., 2013) Segundo a ANVISA, existem 14 espécies de Enterococcus
descritas, normalmente encontradas no intestino e no trato genital feminino, sendo E. faecalis e E.
faecium as que geralmente promovem colonizagéo e infecgdes em humanos como ITU, infecgdes da
corrente sanguinea (ICS) e infeccgdes de sitio cirurgico e intra-abdominais. E. faecalis constitui de
85% a 95% dos Enterococcus spp. identificados, e, além de sua resisténcia intrinseca aos
antimicrobianos comumente utilizados, também adquiriu resisténcia a antibiéticos p-lactamicos.
(ANVISA, 2007, 2008)

Em especial, os polissacarideos s&o um importante fator de viruléncia especialmente de

Enterococcus spp. Além de estarem presentes na parede celular dessa bactéria, essas unidades



repetitivas de oligossacarideos, podem ser associados a biofilmes e desempenham um importante
papel na adesdo e invasdo de tecidos hospedeiros, entre outros fatores de viruléncia. (TENG et al.,
2009) Fang e colaboradores identificaram um grupo de genes envolvidos na biossintese de
polissacarideos de E. faecalis, agrupados em um cluster denominado “epa” (do inglés - enterococcal
polysaccharide antigen). Com essa identificacdo, é possivel estudar os mecanismos envolvidos na
sintese de polissacarideos e avaliar a possibilidade de interrupcdo desta sintese, alterando a
capacidade de formacao de biofilmes e outras viruléncias de Enteroccocus faecalis. (TENG et al.,
2009)

Dale e colaboradores realizaram a caracterizagdo de duas glicosiltransferases (GT) em meio
ao cluster epa, envolvidas na formacdo de biofilmes na presenca de antibidticos. Os autores
demonstraram que a delecdo do gene epaOX resulta em um decréscimo de 60% na biomassa do
biofilme na presenca do antibidtico gentamicina. (DALE et al., 2015) Mais ainda, a delecdo do gene
epal ou de epaOX resultou em maior suscetibilidade das células planctdnicas a concentracGes de
daptomicina que eram sub-inibitorias a cepa mée, mostrando como os genes de interesse influenciam
na viruléncia das células. (DALE et al., 2015, 2017) A glicosiltransferase (GT) epaB e a glicose-1-
fosfato timidiltransferase epaE, presentes no cluster epa, foram identificadas por Fang e
colaboradores como parte responsavel pela formacéo de biofilme, translocacéo, resisténcia a morte
de leucdcitos polimorfonucleares (PMN) e viruléncia em um modelo de peritonite de camundongo,
em cepas de E. faecalis.(TENG et al., 2009)

Com a delecdo desses genes citados acima presentes no cluster epa, foi possivel identificar
proteinas importantes na biossintese de biofilmes de E. faecalis. Essas novas proteinas de interesse
passam a ser alvo de estudos para combinacgdo de antibidticos, como citado para MnaA de S. aureus,
utilizados no tratamento das infec¢fes causadas por E. faecalis. (TENG et al., 2009; DALE et al.,
2015, 2017)

Embora as funcdes destas enzimas tenham sido inferidas pelas sequéncias, cabe salientar que
aspectos fundamentais dessas proteinas ainda sdo desconhecidos, como suas estruturas
tridimensionais e localizacao celular. (DALE et al., 2015, 2017) Sabe-se que algumas GTs de vias
similares em S. aureus encontram-se aderidas a membrana enquanto outras, ha mesma via, Sdo
proteina integrais de membrana. Ja as glicose-1-fosfato timidiltransferases (epaE, RmIA ou RfbA),
sdo usualmente proteinas citosolicas e sdo responsaveis por catalisar a formacao de dTDP-L-ramnose,

a partir de dTTP e glicose 1-fosfato. Diversas bactérias dos géneros Streptococcus e Enterococcus,



por exemplo, utilizam L-ramnose em sua parede celular ou capsula. Estes organismos contem o que
se denomina rhamnose-containing cell wall polysaccharide ou RNACWP.

Tentativas iniciais de expressdo de algumas enzimas do cluster epa de E. faecalis realizados
no grupo do prof. Alessandro Nascimento mostraram que diversas glicosiltransferases (GTs) séo
muito insoltveis (LAIRSON et al., 2008). Como n&o ha enzimas de alta similaridade com estrutura
conhecida, imaginamos que algumas destas enzimas possam estar associadas a membrana, embora
ndo haja na literatura nenhuma informacao sobre a localizacéo celular destas enzimas e a predi¢ao
baseada na sequéncia das enzimas ndo indique que se trata de proteinas de membrana. Entendemos
que o estudo da localizacdo celular das enzimas do cluster é de suma importancia para nortear estudos
estruturais futuros e estratégias de expressao/purificacao destas enzimas. Este projeto tem, portanto,
como objetivos principais o estudo da localizacdo destas enzimas em células bacterianas.
Adicionalmente, planejamos a expressdo e purificacdo de duas enzimas do cluster: epaB (GT) e epaE
(RmIA).

2. Metodologia
2.1 Clonagens:

Com a intencdo de fusionar as proteinas epas de interesse a GFP (Green fluorescent protein)
para posterior visualizacdo em microscopia confocal, o primeiro passo foi testar dois métodos de
clonagem diferentes, Gibson Assembly e a Clonagem Independente do Ligante (do inglés Ligase
Independent Clongin - LIC) em vetores de expressdo que possuem a proteina GFP como proteina de
fuséo.

2.1.1 Gibson Assembly

A clonagem utilizando o método Gibson Assembly consiste na insercdo do gene de interesse,
realizada em condicdes isotérmicas, através da atividade de trés enzimas: exonuclease 5°, DNA
polimerase e DNA ligase. Esse método deve ser mais rapido e mais eficiente que outros métodos de
clonagem, ndo utiliza enzimas de restricdo no protocolo e parte da ideia de juntar varios fragmentos
de DNA em um. Essas foram as razGes que nos fizeram escolher testar essa técnica.(GIBSON et al.,
2009)

Planejou-se a montagem do vetor pRSET-natTEVGFPHis: TEV (Tobacco Etch Virus) + GFP
+ 6xHis para insercdo do gene de interesse, podemos ver seu mapa a esquerda na Figura 1, para que
assim pudéssemos fusionar a proteina de interesse a GFP, além de um sitio de TEV (Tobacco Etch
Virus) e cauda de histidina para posterior clivagem das proteinas e afinidade com coluna de resina de

niquel respectivamente. O vetor foi linearizado por PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase).



Os primers foward e reverse do vetor e dos genes escolhidos foram desenhados utilizando a
ferramenta NeBuilder®, inicialmente para a enzima epal, e prosseguiu-se com teste de clonagem.
Toda reacdo foi realizada seguindo um protocolo modificado do protocolo publicado pela Nature
(GIBSON et al., 2009) e realizado pela doutoranda Livia Clementino em conjunto com a técnica Livia
Manzine. (SAMUEL MILLER LAB, UW, 2011)

2.1.2 Clonagem LIC

No processo de LIC, a atividade da T4 DNA polimerase do sentido 3’ para o 5’ cria uma fita
simples de DNA especifica para sobreposicao, e assim, produtos de PCR feito com primers que
complementam a sobreposicdo dos vetores, sdao também tratados com a T4 DNA polimerase e a
reacao de ligacdo se da sem a necessidade de ligases. O protocolo empregado € baseado no protocolo
desenvolvido pelo grupo em publicado previamente (CAMILO; POLIKARPQOV, 2014)

Para essa estratégia empregou-se o vetor pLIC-EGFP que contém o sitio de insercédo, seguido
de sitio de clivagem para TEV e depois 0 gene EGFP (enhanced-GFP) fusionado a cauda de histidina,
0 mapa desse vetor pode ser observado na Figura 1 a direita.

O vetor e as proteinas foram linearizados por PCR e os primers foram desenhados utilizando
a ferramenta online HTP-OligoDesigner (http://www.ifsc.usp.br/htpoligo/) (CAMILO et al., 2016).

Todo procedimento foi realizado pela técnica Livia Manzine. O tratamento foi feito com dGTP para
o vetor e dCTP para o inserto, incubado a uma temperatura de 54°C, como descrito por Camilo &
Polikarpov. (CAMILO; POLIKARPOV, 2014)

Figura 1. a) Mapa do vetor pRSET-natTEVGFPHis: Sitio de inser¢do, promotor T7, resisténcia a
Ampicilina, Sitio de clivagem TEV (Tobacco Etch Virus), GFP e cauda de histidina. b) Mapa do
vetor pLIC-EGFP: Sitio de insercdo, promotor lacl, resisténcia a Kanamicina, Sitio de clivagem TEV
(Tobacco Etch Virus), EGFP e cauda de histidina.


http://www.ifsc.usp.br/htpoligo/

Os vetores foram usados para a transformacéo de E.coli DH5-a e posteriormente em células
competentes para expressdo E.coli (Rosetta DE3) e Arctics Express, por choque térmico. (CAMILO;
POLIKARPOV, 2014)

2.2 Expressdo Heterologa e Lise:

As proteinas epaB e epaE foram expressas em E. coli Rosetta (DE3) utilizando 100 ml de
meio LB, com adi¢do de 50 ug/ml do antibidtico Kanamicina e 10 pg/ml do antibiético Cloranfenicol
ao meio. A expressdo foi induzida com 0,5mM de isopropil-p-D-galactosideo (IPTG) ap0s atingir um
valor de DOgoonm N0 intervalo de 0,5-0,7 do meio em crescimento, com tempo de expressao de 18h a
uma temperatura pdés inducdo de 18°C e também, em experimento concomitante, com uma
temperatura pds inducdo de 25°C. Os pellets foram recuperados por centrifugacdo a uma velocidade
de 7878 x g por 30 minutos a 4°C.

Além disso, essas proteinas foram expressas em Arctics Express, crescidas em 100 ml de meio
LB com adicéo de 50ug/ml do antibidtico Kanamicina e 34 pg/ml do antibiotico Gentanamicina ao
meio, induzindo a expressdo com 0,5mM de IPTG apdés D.O de 0,6 em 600nm do meio em
crescimento. Apds chegar a DOsoonm desejada, deixou-se 0 meio 10 minutos a 11°C antes da inducéo,
a expressdo foi de 18h a uma temperatura p6s indugéo de 13°C.

Apos a coleta por centrifugacdo, as células foram suspensas em 5 mL de tampdo de lise,
200Mm NaCl, 50Mm Tris-HCI (pH 8.0) e, ap6s 30 minutos de repouso no gelo, foi realizada a
sonicacao com amplitude de 20%, 30s on-30s off, até que o liquido viscoso ficasse transparente. Em
seguida centrifugou-se a solucéo a 16000 x g por 40 min a 4°C.

As fragdes sollveis e insollveis das enzimas de interesse expressas foram separadas e uma
amostra de cada fracdo foi aplicada a um gel SDS-PAGE 12% para visualizacdo. A construcao
proteina com a fusdo possui massa molecular de 60,818 kDa para epaE, coeficiente de extin¢do de
52720 L/mol.cm; e massa molecular de 59,725 kDa para epaB com coeficiente de extingdo 55240

L/mol.cm.

2.3 Medidas de fluorescéncia:

A GFP (do inglés — Green fluorescent protein) é capaz de ser incorporada a outras proteinas
em organismos vivos como biomarcador e hoje € amplamente utilizada em estudos biotecnolégicos
e biomédicos. Ao ser irradiada por luz na faixa do azul (485nm), emite uma fluorescéncia na regiao
do verde (509nm) e ndo requer nenhum aditivo adicional para a emissdo do sinal fluorescente.
(FARIAS, 2009)



O procedimento para as medidas de fluorescéncia da GFP foi realizado tanto para células
inteiras como para porgdes soluvel e insolGvel dos lisados celulares. Essas medidas foram feitas
utilizando tampéo de lise como o branco (50mM Tris-HCI, 200mM NacCl, pH 8.00), no fluorimetro
Infinite® F200 Microplate Reader, excitando as amostras em 480nm. As amostras foram colocadas
em placas multipogos de leitura, preenchidos com 200ul. Para as medidas de células inteiras, 0 meio
apos a expressdo overnight foi padronizado em relacdo a quantidade de células por medida de
absorbancia. No caso, todos os meios obtinham uma DOgoonm de 1,4.

2.5 Microscopia Confocal:

Para visualizacdo no microscopio 6ptico de fluorescéncia confocal foram expressas as
proteinas epak e epaB em E. coli (Rosetta) usando 50mL de meio LB a uma temperatura pos inducao
de 18°C, condigdes do resultado do teste de expressao feito anteriormente.

A preparacdo da amostra foi feita com 1 mL do meio, ap0s a expressdo, diluido 10x para que
sua medida de DOeoonm Cchegasse a 0,1. Como na curva de crescimento para E. coli em relacéo a
absorbancia, isso corresponderia a um numero pequeno o suficiente de células planctdnicas presente
em uma gota (1cm® e ndo houvesse sobreposicdo destas células para serem visualizadas
corretamente. (JUNIOR, 2020) Apos a diluicdo, o meio foi centrifugado a 10000 x g por 10 minutos
e lavado com PBS, esse procedimento foi repetido 3 vezes.

As imagens foram obtidas com uma lente 63x; 1,2NA; wd = 0,2mm (6leo), apds a excitacao
das amostras em (488nm) com laser de Argdnio. Com o software ZEN® foi possivel analisar as
medidas de fluorescéncia nas regides (i) dentro das células, (ii) membrana celular, (iii) PBS, e um
grafico especifico de cada enzima epaE e epaB foi plotado para nos mostrar a regido de maior emissao

de fluorescéncia detectada (500 — 695nm).

3. Resultados e Discussdes

3.1 Clonagem e Expressao

A estratégia de clonagem empregada neste trabalho envolveu o uso da proteina GFP como
fusdo nas enzimas-alvo. Os vetores empregados anexam a GFP a por¢do C-terminal da proteina-alvo
e, nesta construcéo, a proteina GFP possui uma mutacdo que garante que esta somente se enovelaria
se a proteina na porcao N-terminal também estiver enovelada (BRUCE ALBERTS, MARTIN RAFF,
JULIAN LEWIS, KEITH ROBERTS, JAMES WATSON, 2017). Desta forma, a fluorescéncia
funciona como um repdrter do correto enovelamento da proteina alvo.

Os dois métodos utilizados para realizar essa clonagem, Gibson Assembly e LIC, foram
testados separadamente. A clonagem através do método de Gibson Assembly inseriu 0s genes das



enzimas epal e de sua construgdo truncada epal**° no vetor pRSET-natTEVGFPHis. A clonagem por
LIC utilizou o vetor pLIC-EGFP que recebeu os insertos das enzimas epaE e epaB em sua construcéo.

A transformacédo em células DH5-a foi realizada para replicacdo dos vetores com seus insertos
(pPRSET-natTEVGFPHis e pLIC-EGFP), e por fim, a transformacédo em células de E. coli (Rosetta)
e Arctics Express foi realizada para testes de expressao posteriores. Os testes iniciais de expressao
foram feitos tanto para as enzimas epal e epal'® inseridas em pRSET-natTEVGFPHis, como para 0s
vetores pLIC-EGFP e pET-Trx1a fechados (sem inserto), todos os vetores expressam GFP em sua
construcao.

Medidas de fluorescéncia de célula inteira (whole cell fluorescence) foram realizadas para
identificar a fluorescéncia da GFP enovelada resultante das expressdes anteriormente citadas. Como
controle negativo foi utilizado uma proteina de facil expressdo inserida em pET-Trx1a no sitio de

expressdo da GFP. Os dados coletados foram representados no grafico abaixo:
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Figura 2. Grafico de fluorescéncia de célula inteira, excitado em 485nm. Vetor fechado pET-Trxl1a,
vetor fechado pLIC-EGFP, proteina expressa inserida em pET-Trx1a no sitio da GFP, epal inserida
em pRSET-natTEVGFPHis, epal**® inserida em pET-Trx1a.

Do grafico (Figura 2), percebemos que a proteina epal inserida em pRSET-natTEVGFPHis
ndo emite sinal significativo de fluorescéncia. O mesmo pode ser dito para a construgdo truncada
epal®*°, que apresenta uma pequena fluorescéncia na faixa 509nm — 530nm. Podemos observar nesse
gréfico ainda que o vetor pET-Trx1a detem a maior intensidade de fluorescéncia em 515nm. No lugar
de inserc@o do gene de interesse, temos a presenca da GFP que ao ser excitada em 485nm emite em
~509nm. Desta forma, esta expressdao funciona como um controle positivo. Logo abaixo vemos um

pico em 515nm do vetor pLIC-EGFP fechado, chegando a conclusédo de que a GFP foi expressa.



A diferenca de intensidade entre o controle positivo e o vetor pLIC-EGFP pode indicar uma
menor eficiéncia de expressédo do vetor pLIC-EGFP em relagdo ao vetor pET-Trxl1a. Contudo, 0o
experimento demonstra a possibilidade de acompanhar a expressdo em célula inteira, quando o vetor
pLIC-EGFP ¢é empregado. Ja para o vetor pRSET-natTEVGFPHis, uma baixa intensidade de
fluorescéncia foi observada, sugerindo uma baixa (ou auséncia de) expresséo ou a falta de expresséo
corretamente enovelada da enzima alvo. Como um teste adicional, o vetor fechado, como adquirido
da empresa DNASU também ndo mostrou expressdo da enzima com a fusdo fluorescente. Desta
forma, os testes com este vetor foram abandonados e o0s experimentos posteriores foram realizados
apenas com o vetor pLIC-EGFP.

Prosseguiu-se com 0s testes de expressdo das enzimas epak e epaB em vetor pLIC-EGFP em
3 diferentes condicOes: cepa Rosetta a uma temperatura de expressdo (pos-inducdo) de 18°C, cepa
Rosetta a uma temperatura de expressdo (pos-inducdo) de 25°C e cepa Arctics Express a uma
temperatura de expressdo (pés-inducao) de 13°C. Os resultados podem ser vistos tanto nos géis de

SDS-PAGE 12% abaixo, como nos graficos de medida de fluorescéncia da GFP em células inteiras.
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Figura 3. a) Gel de expressédo epaB e epaE em Arctics Express, SDS-PAGE 12%, amostras: LMW,
epaB ndo induzida; epaB induzida; epaE induzida; epaE néo induzida. b) Gel de expressédo epaB e
epaE em cepa Rosetta a 18°C, SDS-PAGE 12%, amostras: LMW, epaB néo induzida; epaB induzida;
epaE nédo induzida; epaE induzida. c) Gel de expressdo epaB e epaE em cepa Rosetta a 25°C, SDS-
PAGE 12%, amostras: LMW, epaB ndo induzida; epaB induzida; epakE ndo induzida; epakE induzida.

Nos trés casos, uma fracdo de células foi retirada do meio de cultura, fervida e aplicada
diretamente no gel, sem a separacdo de fracdes soltvel e insolGvel. E importante ressaltar que as

amostras foram normalizadas por absorbancia (DOsoonm) antes de serem aplicadas, na tentativa de
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manter uma quantidade padrdo de células para uma comparacdo mais precisa da quantidade de
proteinas expressas em cada condic&o.

Observando os géis (Figura 3) podemos constatar que a proteina epakE foi mais expressa em
quase todas as condicOes do que a epaB. Para epaE a expressao parece ter sido mais elevada em cepa
Rosetta a 25°C enquanto que, para a epaB, a melhor condicdo observada foi em Arctics Express,
seguido da cepa Rosetta a 25°C.

Fluorescéncia de Célula Inteira

500
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400
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= 250 epaB__ Rosetta@25
E 200 = cpaB_A.express
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Figura 4. Gréfico de fluorescéncia de célula inteira (absorbancia x comprimento de onda (nm)),
amostras excitadas em 485nm. Tampao de lise pH 7.0, epaB expressa em cepa Rosetta a 18°C e 25°C,
epaB expressa em Arctics Express, epaE expressa em cepa Rosetta a 18°C e 25°C, epaE expressa em
Arctics Express.

Como a fusdo fluorescente foi empregada, a analise pode também ser feita usando a
intensidade de fluorescéncia das células antes da lise. Pelo grafico de emissdo de fluorescéncia
(Figura 4), as maiores expressdes sdo de epaE em cepa Rosetta a 18°C e epaB em cepa Rosetta a
18°C.

Uma justificativa para discrepancia dos resultados acima no grafico de fluorescéncia e nos
géis de agarose pode ser de que as proteinas epaE e epaB expressas em cepa Rosetta a 25°C e em
Arctics Express ndo foram enoveladas por completo, resultando assim na perda de fluorescéncia da
GFP ja que ela apenas se enovelaria caso a proteina de interesse fusionada fosse enovelada. Como no
gel as amostras a serem aplicadas sdo desenoveladas, 0 motivo da diferenca torna-se plausivel.

Baseando nossos progressos nos maiores picos de emissdao em ~509nm das medidas de
fluorescéncia de células inteiras, prosseguimos 0s experimentos com as células transformadas em

cepa Rosetta das clonagens LIC, com as proteinas epaE e epaB inseridas no vetor pLIC-EGFP. As
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condicOes de expressdo a serem utilizadas incluem a temperatura apés inducdo de 18°C para nossas
celulas de cepa Rosetta. Através dessas conclusdes obtivemos 6timas condi¢BGes de expressdo para

visualizacdo das proteinas na microscopia optica de fluorescéncia confocal.

3.2 Microscopia Confocal
Os experimentos de microscopia confocal foram realizados nas condi¢des de expressdo onde
foram observadas as fluorescéncias mais altas, uma vez que o intuito do trabalho incluia a
visualizagéo das proteinas em sua localizagao celular atraves da fluorescéncia da GFP. A visualizagdo
em microscopia confocal foi possivel a partir da excitacdo da GFP fusionada as proteinas em 488nm.
Vemos através das imagens abaixo (Figura 5) que o comprimento de onda de emissao mais intenso
foi entre 504nm — 531nm, como esperado para a fusdo com GFP.
Lo [ - I -

BER - BEm - B

' 685 rm

Figura 5. Imagens obtidas com microscopia Optica de fluorescéncia confocal, excitadas em 488nm,
intervalo de emissao 500nm-695nm. epaB + GFP em E. coli.

O detector utilizado captura a emissdo dos comprimentos de onda entre 500nm — 695nm e 0s
valores de intensidade referem-se a soma dos valores de intensidade nesta faixa espectral. Como pode
ser visto pela imagem acima (Figura 6), o que representa a maior intensidade de fluorescéncia visual
fica no intervalo de 504nm — 531nm, como da GFP excitada em 488nm, por isso podemos dizer que
identificamos a GFP no corpo celular da E. coli fusionadas a epaB e a epaE, consequentemente,
podemos dizer que identificamos a posi¢éo dessa proteinas.

A Figura 6 mostra as enzimas epaB (a esquerda) e epakE (a direita) fusionadas a GFP. A
amostra foi excitada em 488nm e, por conta da boa resolugdo (1024 x 1024) das imagens numa

aproximagcdo de 63x, é possivel ver suas localizagdes celulares em E. coli.
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Figura 6. Imagens obtidas com microscopia Optica de fluorescéncia confocal, excitadas em 488nm,
intervalo de emissdo 500nm-695nm. A esquerda epaB + GFP em E. coli, a direita, epaE + GFP em
E. coli.

Nas diferencas das localizacdes celulares das proteinas, contemplando nossas expectativas,
pode-se observar que a epaB esta localizada na regido da membrana celular, j& a epaE esta
concentrada em um lugar desconhecido do citosol, mas também, espalhada por ele.

Através do software ZEN® (blue edition), regides de interesse foram demarcadas nas imagens
acima. Marcou-se as regides de membrana e citosélica de exemplos de células de cada imagem e cada

regido revelou um valor médio de intensidade de fluorescéncia emitida.

Intensity Mean Value 26,048
Intensity Mean Value 3,059

Figura 7. Imagens obtidas com microscopia Optica de fluorescéncia confocal, excitadas em 488nm,
intervalo de emissdo 500nm-695nm. Acima epaB + GFP em E. coli, regides demarcadas: azul —
membrana, vermelho - citosol, abaixo, epakE + GFP em E. coli, regides demarca demarcadas: azul —
citosol (i), vermelho — citosol (ii), verde — membrana.

Esses valores confirmaram os dados visualizados anteriormente quanto a localizagdo celular
das enzimas: para epaB a regido da membrana apresenta a maior intensidade média,

aproximadamente 105,076, quase duas vezes maior do valor apresentado na média do interior da
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celula, demarcado pelo retangulo vermelho com um valor da média de 60 (Figura 7). Este dado indica

claramente que a epaB concentra-se na membrana celular da E. coli.

Para epaE vemos que a regido com maior valor de intensidade média € o retangulo vermelho

localizado no interior celular onde visualizamos maior intensidade de fluorescéncia, sendo

praticamente 10 vezes maior do que em outras regides do citosol (retangulo azul) e 100x maior do

que seria a regido da membrana celular (retdngulo verde), como mostrado na Figura 8. Conclui-se

pelas informacdes obtidas que a enzima epaE concentra-se em um lugar desconhecido do citosol.

Intensidade de fluorescéncia (500nm-695nm)

Intensidade de fluorescéncia (500nm-695nm)
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Figura 8. Gréaficos de intensidade de fluorescéncia no intervalo 500nm-695nm por distancia
demarcada na célula. a) epaB + GFP em E. coli; b) epakE + GFP em E. coli.

Além de demarcar regibes, também foi possivel utilizando o software ZEN® blue edition,

recolher dados de intensidade de fluorescéncia por distancia. Essa distancia determinada por uma
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“seta” previamente desenhada em cada imagem da Figura 6, pode mostrar o comportamento da
fluorescéncia, ou seja, a localizacdo celular pontual das proteinas através de um eixo da célula.

O comportamento da fluorescéncia da epaB fusdo com GFP nos pontos da seta representada
em uma célula de E. coli mostrados na Figura 8 acima revela um vale onde seria o citosol da célula e
picos na regido de membrana, mesmo que nao seja visivelmente esclarecedor apenas com a imagem,
esses valores mostram um acumulo de nossa proteina epaB na regido de membrana celular.

Semelhante ao que observamos apenas visualmente, o grafico para o comportamento da
fluorescéncia da epaE fusdo com GFP nos pontos da seta mostrados na Figura 8 acima mostra um
pico em uma regido especifica do citosol e uma fluorescéncia menor ao longo dele, iniciando-se do
zero. Novamente concluisse um acimulo da proteina numa regido especifica do citosol.

As informacBes obtidas das analises das imagens feitas em microscopio Optico de
fluorescéncia confocal com o auxilio do software ZEN® blue edition caracterizam previamente a
proteina epaB como uma proteina de regido que ocorre préxima ou aderida a membrana. Esperamos,
portanto, uma menor solubilidade desta, contudo ndo € possivel dizer com os dados obtidos se a
enzima epaB é uma proteina associada a membrana ou integral de membrana.

Caracterizamos também a epaE como uma proteina citosolica, embora mais presente em uma
regido especifica desconhecida do citosol, ela também esta presente ao longo deste e ndo apresenta
fluorescéncia na regido da membrana celular. Esperamos que a epaE seja uma proteina mais soltvel.
3.3 Lise

Com as conclusdes da microscopia seguimos para um teste de lise seguindo as mesmas
condicdes de expressao utilizadas ao longo dos experimentos anteriores afim de comparacdo das
hipbteses com os resultados a serem obtidos. As lises de ambas as proteinas foram feitas conforme
descrito nos métodos desse trabalho. Aliquotas de 200ul de amostras das fracdes soltvel e insolavel
foram excitadas em 485nm a fim de obter valores de fluorescéncia da GFP, esses valores foram

organizados no gréfico (Figura 9).
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Figura 9. Grafico de fluorescéncia das fracfes sollveis e insollveis das proteinas epaB e epaE
anteriormente expressas em Rosetta 18°C, comprimento de onda de excitacdo em 485nm.

A partir do gréfico acima, vemos, qualitativamente, que a GFP esta mais presente na fragcdo
soltvel da epaE do que na fracdo insolavel, indicando assim que uma parte consideravel da proteina
é sollvel e poderemos seguir com ele para as etapas de purificacdo. Uma relacdo simples entre as
intensidades maximas revela que ha entre 3 a 4 vezes mais proteina na fracdo soltvel do que na fracéo
insoltvel. J& a enzima epaB ndo apresenta fluorescéncia elevada. Adicionalmente, a relacdo de
proteina nas fracGes sollvel/insoltvel é praticamente 1, indicando que boa parte da proteina ndo é
recuperada quando a lise celular é feita nas condi¢es experimentais empregadas neste trabalho. Em
concordancia com outros experimentos ja realizados no grupo, concluimos, portanto, que a enzima é
pouco sollvel, o que dificulta bastante etapas posteriores de purificacéo.

Na imagem abaixo (Figura 10) temos uma caracterizacgdo qualitativa e visual da solubilidade
das proteinas através da emissdo visivel da fusdo GFP. Quase ndo vemos diferenca da fluorescéncia
dos pellets, mas conseguimos ver que ha emissao neles. Ja as fragdes soliveis mostram uma diferenca
marcante na intensidade da emissdo na amostra. Vemos que a epaE possui uma cor verde fluorescente
intensa enquanto na epaB a intensidade é consideravelmente mais baixa, indicando novamente a baixa

solubilidade desta enzima.
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Figura 10: Frascos contendo parte sollvel e insoltvel de epaE e epaB, contraste entre fluorescéncia
visivel a olho.

4. Conclusoes:

Esse trabalho tinha como objetivo visualizar a localizagédo celular das proteinas epaB e epaE,
utilizando o microscopio dptico de fluorescéncia confocal e a fluorescéncia da GFP fusionada as
proteinas de interesse, tornando possivel obter mais informacdes atraves de suas localizagdes, que
serdo Uteis para posteriores etapas do processo de descoberta e caracterizacdo das proteinas.

Atraveés da visualizacdo de ambas as proteinas pudemos constatar que a epaB estaria mais
presente na membrana celular de E. coli remetendo a uma menor solubilidade desta, caracterizando-
a como uma proteina integral ou associada a membrana. Através de experimentos de lise celular foi
possivel observar, novamente com o auxilio da fluorescéncia da GFP, a insolubilidade dessa proteina.
As estratégias a serem tomadas para caracterizagdo biofisica e bioquimica da epaB deve incluir o
fator de ser uma proteina de membrana e pouco soltvel, podemos aplicar os resultados para outras
GTs.

A visualizagdo da epaE revelou que a glicose-1-fosfato timidiltransferase € uma proteina
citosdlica, embora esteja acumulada em uma regido desconhecida do citosol da E. coli, também esta
presente ao longo do resto dele. Sendo caracterizada como uma proteina soltvel, os testes de lise
revelaram o acerto das conclusdes obtidas através da visualizacdo. E possivel utilizar dessa
caracteristica para seguir com 0s experimentos para essa proteina e até mesmo para outras glicose-1-

fosfato timidiltransferases.
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5. Atividades Interrompidas por Conta da Pandemia da COVID-19

Por conta da pandemia causada pelo virus SARS-Cov-2 as atividades em laboratorio foram
interrompidas no més de marco do ano de 2020. Nesse periodo o projeto ainda estava em fase

experimental e teve de ser interrompido.

Como proposta para 0s meses de marco e abril haviamos planejado experimentos para
prosseguir com a purificacdo da epaE, desde sua cromatografia por afinidade, passando pela clivagem
com TEV e seguindo para purificacdo em cromatografia por exclusdo de tamanho. Ao serem
completadas essas etapas, teriamos respostas quanto sua afinidade com a coluna de Ni?*, clivagem
com TEV e também poderiamos seguir para alguns testes de atividade enzimaética. Para a epaB
planejavamos tentar uma abordagem inusitada para melhorar sua solubilidade, como por exemplo,
experimento de Refolding SDS.

As imagens obtidas com o microscépio optico fluorescente confocal para determinar a
localizagéo celular das enzimas poderiam ser feitas para as enzimas epal e epaOX, outras GTs do
cluster epa estudado, apds a clonagem de ambas em pLIC-EGFP.

Além de novos experimentos, planejavamos retocar alguns resultados ja obtidos como géis de
SDS apos a lise das proteinas mostrando suas porc¢des solUveis e insolUveis, imagens de controle
negativo e positivo para o confocal, seriam elas, controle negativo: E. coli sem a inducéo de proteinas
e E. coli com a expressao da proteina GFP sem estar fusionada, utilizando o vetor pET-Trx1a.

Portanto, nesse trabalho, foram apresentados os resultados obtidos experimentalmente desde
agosto de 2019 a marco de 2020. O proposito inicial do trabalho, visualizar as proteinas no corpo

celular e identificar sua localizagéo, foi cumprido, mas, melhorias e avangos foram interrompidos.
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