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RESUMO 

 

A mTOR é uma via de sinalização muito conservada que controla o crescimento celular em 

resposta à presença de nutrientes e fatores de crescimento. A desregulação dessa via em humanos 

está relacionada a doenças como câncer e diabetes. A quinase TOR é ativada na presença de 

aminoácidos e recentemente descobriu-se que as pequenas GTPases da família Rag são mediadoras 

da sinalização por Leucina. Essas GTPases são ancoradas na superfície do lisossomo por meio da 

interação com um complexo de três proteínas denominado Ragulator. Esse complexo também 

ancora um braço da via das MAPKs (MEK-ERK) aos lisossomos. O entendimento deste complexo 

pode nos ajudar a elucidar doenças em que a via da mTOR se encontra desregulada. Neste trabalho 

obtivemos o complexo Ragulator, através da expressão da proteína p18 em corpos de inclusão e sua 

renaturação através da adição de suas parceiras Mp1/p14 à diálise. Foram realizados estudos 

biofísicos com a intenção de caracterização do complexo, entretanto o alto grau de dissociação do 

mesmo resultou em certa dificuldade para caracterizá-lo completamente. Neste trabalho 

caracterizamos os agregados formados pela p18 e conseguimos reduzir sua formação através de 

diálise contendo agente redutor e suas proteínas parceiras. A renaturação da p18 na presença de 

MP1/p14 favoreceu seu rendimento, indicando a interação entre estas proteínas, porém não foi 

possível estabilizar o complexo Ragulator 

O estudo da divisão bacteriana é centralmente dependente de FtsZ, um homólogo 

procariótico das tubulinas. FtsZ desencadeia a divisão ao formar o “anel Z”, uma estrutura 

supramolecular constituída por polímeros de FtsZ que circunda o interior da célula e funciona como 

arcabouço do aparato de divisão. A formação do anel Z é regulada por moduladores, proteínas que 

afetam tanto negativamente como positivamente a capacidade de FtsZ polimerizar-se. A proteína 

MinC é um inibidor da polimerização de FtsZ, recrutada por MinD para a face interna da membrana 

plasmática, onde o complexo MinCD exerce sua função. MinCD representa um inibidor sítio-

específico da polimerização da FtsZ, previnindo a formação do anel Z nos pólos das células mas 

permitindo que isto aconteça na região central. A elucidação deste processo seria de grande valia 

para o desenho racional de inibidores da divisão bacteriana. Neste trabalho, comprovamos a 

interação entre MinC e FtsZ por Ressonância Magnética Nuclear. Estes proteínas não se 

encontravam em sua forma monomérica e o alto peso molecular do complexo impossibilitou a 

identificação dos aminoácidos envolvidos nesta interação, devido a limites da técnica 15NHSQC. No 

momento, a proteína MinC está sendo expressa em presença de deutério, o que aumenta 

significativamente o limite da técnica de 15NHSQC. Foram realizados ainda estudos biofísicos com 

intuito de caracterização da interação.  
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ABSTRACT 

 

  The mTOR signaling pathway is a very well conserved pathway that controls cell growth in 

response to the presence of nutrients and growth factors. Deregulation of this pathway in humans is 

related to diseases like cancer and diabetes. The TOR kinase is activated in the presence of amino 

acids and it was recently discovered that the Rag small GTPases family are mediators of signaling 

by Leucine. These GTPases are anchored on the surface of the lysosome through interactions with a 

complex of three proteins called Ragulator. This complex also anchors an arm of the pathway of 

MAPKs (MEK-ERK) to lysosomes. Understanding this can help us to elucidate complex diseases in 

which the mTOR pathway is upregulated. In this work, the Ragulator complex was obtained 

through the expression of p18 protein in inclusion bodies and their refolding by adding their 

partners MP1/p14 to dialysis. Biophysical studies were conducted with the intention of 

characterizing the complex, however its high degree of dissociation resulted in some difficulty to 

characterize it completely. In this work we characterized the aggregates formed by p18 and 

managed reduce its formation by dialysis containing reducing agent and its partner proteins. The 

p18 renatuation with MP1/p14 improve its yield, indicating interaction among these proteins, 

however the Ragulator complex wasn´t stabilized. 

  The study of bacterial division is centrally dependent on FtsZ, a prokaryotic homologue of 

tubulin. FtsZ triggers the division to form the "Z ring", a supramolecular structure consisting in FtsZ 

polymers that surrounds the cell and acts as a frame of the division apparatus. The formation of the 

Z ring is regulated by modulators, proteins that affect both negatively and positively the ability of 

FtsZ to polymerize. The MinC protein is an inhibitor of FtsZ polymerization, recruits MinD to the 

inner surface of the plasma membrane, where the complex MinCD exerts its function. MinCD is an 

inhibitor of site-specific polymerization of FtsZ, preventing the formation of the Z ring at the poles 

of the cells but allowing this to happen in the central region. The elucidation of this process would 

be invaluable for the rational design of bacterial division inhibitors. In this work, we confirmed the 

interaction between MinC and FtsZ by Nuclear Magnetic Resonance. These proteins were not in 

their monomeric form and the high molecular weight of the complex prevented the identification of 

the amino acids involved in this interaction, due to limitations of the 15NHSQC technology. At 

present, the MinC protein is being expressed in the presence of deuterium, which significantly 

increases the limit of this technique 15NHSQC. Biophysical studies were also performed with the 

aim of characterizing the interaction. 
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1. Capítulo 1 

  

 Neste trabalho serão abordados dois tópicos, o primeiro envolvendo proteínas 

relacionadas à via da quinase mTOR e o segundo abordando proteínas envolvidas na 

divisão celular bacteriana, sendo ambos os tópicos separados por capítulos. 

 

1.1. JUSTIFICATIVA  

 

 Estudo do complexo Ragulator 

 

 A via da mTOR coordena importantes mecanismos celulares tais como, 

crescimento, proliferação, autofagia e outros. Embora esta via tenha sido muito estudada, 

sua regulação por aminoácidos é pouco conhecida. O Complexo Ragulator parece ter um 

papel central nesta regulação. Como sugerido em levedura, este complexo ao se ancorar aos 

lisossomos e possivelmente se ligar às GTPases Rag, promove uma aproximação da mTOR 

com seu ativador, Rheb. O conhecimento da estrutura do complexo Ragulator e do 

mecanismo de interação das proteínas envolvidas é de grande importância para o 

entendimento da sinalização por aminoácidos. Este trabalho tem o objetivo de obter as 

primeiras informações estruturais da p18 e de sua interação com MP1/p14. 

 

 FtsZ e seus moduladores 

 

A divisão bacteriana é um processo fundamental que só agora começa a ser 

compreendido em seus detalhes moleculares. A elucidação da estrutura de um modulador e 

a caracterização dos sítios de interação entre FtsZ e seus moduladores representaria 

informação inédita e relevante para este objetivo. O papel central de FtsZ na divisão 

bacteriana e a sua universalidade nestes organismos tornou esta proteína um promissor alvo 

para o desenvolvimento de novos antibióticos. Um antibiótico que atue inibindo o 

funcionamento do divisomo representaria um novo modo de ação e, portanto, teria um 

importante papel no combate à resistência bacteriana. Existem diversos relatos de pequenas 

moléculas inibidoras da função de FtsZ que foram identificadas a partir de triagens “cegas” 
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do tipo “high-throughput”. Esta abordagem é poderosa e já produziu um candidato a 

antibiótico promissor [1]. Em contrapartida, existe muito espaço ainda para o desenho 

racional no desenvolvimento de inibidores de FtsZ. A compreensão a nível estrutural e com 

resolução atômica, de como inibidores naturais de FtsZ afetam o seu funcionamento, pode 

produzir uma base de conhecimentos capazes de impulsionar o desenho racional de 

inibidores da divisão bacteriana.   

 

1.2. OBJETIVO 

 

 Este trabalho visa atingir os seguintes objetivos: 

a) Clonagem do cDNA e padronização da expressão e purificação da proteína p18;  

b) Mapear a interação entre a p18 e os outros componentes do complexo Ragulator 

(MP1 e p14); 

c) Padronização da expressão e purificação das proteínas MinC e FtsZ em meio 

mínimo (M9) para estudos de interação por RMN; 

d) Caracterizar/mapear da interação entre MinC e FtsZ de Bacillus subtillis por RMN.
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2. Capítulo 2 – O complexo Ragulator 

 

2.1  INTRODUÇÃO 

 

 A quinase mTOR e o controle do crescimento celular 

 

 A quinase TOR (Target of Rapamycin), desempenha um papel essencial na regulação 

do crescimento celular integrando diferentes sinais, tais como níveis de energia, nutrientes e 

fatores de crescimento, para coordenar o crescimento e proliferação celular. A regulação da 

mTOR está envolvida nos processos de angiogênese, adipogênese e ativação de linfócitos T 

[2] e falhas nessa regulação em células humanas estão associadas a patologias como 

diabetes e câncer [3];[4]. 

 A via de sinalização mediada pela TOR é seletivamente inibida por Rapamicina, uma 

droga lipofílica isolada de uma cepa de Streptomyces hygroscopicus. A Rapamicina e seus 

análogos (rapalogues) apresentam interesse clínico para o tratamento de tumores sólidos, 

transplante de órgãos (onde atua como imunossupressor), reestenose coronária e artrite 

reumatóide [2]. O complexo formado entre a Rapamicina e seu receptor intracelular, 

FKBP12, interage especificamente com a quinase TOR por meio de um resíduo de Serina 

conservado [5]. 

 Essa quinase é conservada em todos os eucariotos e, em mamíferos, é conhecida 

como mTOR, FRAP ou RAFT1 [6];[7]. mTOR é encontrada em dois complexos, mTORC1 

e mTORC2, que conservam em grande parte a composição de proteínas, a sensibilidade a 

Rapamicina e os processos celulares regulados pelos complexos TORC1 e TORC2 em 

levedura. As proteínas Kog1 e Avo3/TSC11, encontradas nos complexos TORC1 e 

TORC2, respectivamente, apresentam ortólogas em mamíferos denominadas Raptor 

(Regulatory-associated protein of mTOR) e Rictor (Rapamycin-insensitive companion of 

mTOR) [8];[9]. Raptor parece regular o complexo formado por mTOR e recrutar substratos 

para o mesmo [10];[8]. Lst8, presente nos dois complexos, também é conservada e em 

mamíferos, sendo conhecida como mLst8/GßL; sua deleção não afeta a atividade de 

mTORC1 in vivo e desestabiliza o complexo mTORC2, tornando-a essencial para atividade 
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deste complexo [11]. 

A quinase mTOR age como um integrador de diversos sinais celulares na regulação 

do crescimento. Além de responder à presença de nutrientes (aminoácidos) mTOR 

responde também aos níveis de energia, por meio da quinase AMPK; a diversos tipos de 

estresse (por exemplo, hipóxia, estresse genotóxico, acido fosfatídico e inflamação); e a 

fatores de crescimento. Na resposta a fatores de crescimento, mTORC1 é um efetor da via 

de sinalização mediada pela fosfatidilinisitol 3-quinase (PI3K). 

Estudos recentes apóiam um modelo no qual receptores ativados de fatores de 

crescimento (por exemplo, a insulina) ativam a PI3K, que então ativa a quinase Akt (PKB) 

por meio da quinase dependente de 3-fosfo-inositol (PDK1). A quinase Akt fosforila e 

inativa o heterodímero TSC1/TSC2 (Tuberous Sclerosis Complex), permitindo que a 

GTPase Rheb ative a quinase TOR [3] . Outro modo de ativação da TOR por fatores de 

crescimento e mitógenos depende do ácido fosfatídico, que é gerado pela fosfolipase D e 

interage diretamente com a quinase TOR [12]. Recentemente mTOR foi apontada como 

reguladora da síntese lipídica. mTORC1 regula positivamente a atividade de SREBP1 

(sterol regulatory element binding protein) [13] e PPAR (peroxisome proliferator –

activated receptor ) [14], dois fatores de transcrição que controlam a expressão de genes 

que codificam as proteínas envolvidas na homeostase de lipídeos e colesterol. mTORC1 

fosforila a Lipina 1, que então se localiza no núcleo, possivelmente sendo a responsável 

pelo fenótipo de excentricidade nuclear na inibição de mTORC1 por Torin 1. A Lipina 1 

regula a homeostase de lipídeos e sua distribuição núcleo/citoplasma provavelmente está 

envolvida na regulação dos alvos de expressão gênica de SREBP1 por mTORC1 [15]. O 

complexo mTORC1 ainda regula o metabolismo e a biogênese mitocondrial [2]. 

  Os principais alvos celulares de mTORC1 são a quinase S6K e a proteína 4E-BP1, 

envolvidas no controle da tradução. S6K é fosforilada e ativada por mTORC1 e fosforila a 

proteína ribossomal S6, promovendo o início da tradução. Já 4E-BP1 é fosforilada e 

inativada por mTORC1, e dessa forma libera da inibição o fator de início da tradução 

eIF4E, responsável pelo reconhecimento de mRNAs com cap. 

 O complexo mTORC2 é considerado insensível a Rapamicina, entretanto ele 

apresenta uma sensibilidade reduzida que se torna aparente em alguns tipos celulares e após 

longas exposições à droga. Seu principal alvo na célula é o citoesqueleto de actina, 
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controlado por meio das GTPases Rho, Rac e da quinase PKC. Outro importante substrato 

de mTORC2 é a quinase Akt/PKB, que é fosforilada e ativada por esse complexo na serina 

473, localizada no motivo C-terminal hidrofóbico [16]. Para a ativação completa de 

Akt/PKB, é necessária também a fosforilação por PDK1 na treonina 308 na alça de 

ativação. Apesar de Akt/PKB ser um ativador de mTORC1, não se observa a ativação de 

mTORC1 em resposta à ativação de mTORC2, sugerindo que estas diferentes quinases que 

atuam como substrato de mTORC2 e ativador de mTORC1 sejam diferentes. Ao contrário 

de mTORC2, mTORC1 funciona como um regulador negativo de Akt/PKB por meio de 

um feedback negativo envolvendo a inibição da expressão do substrato do receptor de 

insulina (IRS) pela quinase S6K. 

 

 Regulação de mTORC1 por aminoácidos 

 

Uma das questões ainda não resolvidas com respeito à regulação de mTOR é a sua 

ativação por nutrientes, especialmente os aminoácidos de cadeia ramificada. O complexo 

mTORC1 é ativado pela presença de aminoácidos, permitindo que a célula coordene seu 

crescimento em função da disponibilidade de nutrientes. Essa é uma função primordial 

dessa via, presente desde organismos unicelulares, que foi integrada ao longo da evolução 

com sistemas de regulação por fatores de crescimento, o que é essencial a organismos 

multicelulares. Porém, enquanto a regulação de mTOR por fatores de crescimento 

envolvendo a via PI3K/Akt tem sido alvo de intensos estudos, o mecanismo de regulação 

por aminoácidos permaneceu pouco compreendido até recentemente [17]. 

A identificação das GTPases Rag como os principais mediadores da ativação de 

mTORC1 por aminoácidos, foi feita por dois grupos de pesquisa de forma independente 

[18]; [19]. Essa família de pequenas GTPases, pertencente à superfamília do protooncogene 

Ras, apresenta quatro membros que se associam na forma de heterodímeros 

RagA/B:RagC/D e alteram seu estado de ativação em função dos níveis de aminoácidos. 

Esses dímeros interagem diretamente com Raptor, componente de mTORC1, e ativam a 

quinase mTOR apenas quando RagA/B está no estado ativado (ligada a GTP), o que ocorre 

na presença de aminoácidos (Figura 1). A expressão de mutantes constitutivamente ativos 

dessas GTPases promove a ativação de mTORC1 mesmo na ausência de aminoácidos. A 
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Uma possível conexão entre sistemas de transporte de aminoácidos e a ativação de 

TOR mediada por GTPases Rag é sugerida por estudos em levedura. Gtr1p e Gtr2p, 

ortólogas de RagA/B e RagC/D, respectivamente, ativam a quinase TOR na presença de 

aminoácidos, de maneira semelhante ao que foi descrito em células humanas [25]. Essas 

GTPases são encontradas na membrana do vacúolo, que tem função semelhante ao 

lisossomo em mamíferos, onde são ancoradas pela interação com um complexo de três 

proteínas formando um complexo maior denominado EGO. O complexo EGO-GSE de S. 

cereviseae, formado por Gse1p, Gse2p, Gtr1p e Gtr2p, está relacionado ao influxo de 

aminoácidos e a ativação da via TOR por aminoácidos. As proteínas Gse1p e Gse2p não 

possuem homólogos conhecidos em mamíferos, quando comparados por sua estrutura 

primária. Gse2p é associada à membrana via N-miristilação e palmitoilação e, Gse1p pode 

se ligar a inositol fosfato, o que sugere afinidade e especificidade por membranas. Gse1p e 

Gse2p são, portanto, mediadores da ligação do resto do complexo EGO-GSE às membranas 

de levedura [26]. A estrutura cristalográfica da proteína Gse1p [26], revelou uma notável 

semelhança com a estrutura do heterodímero MP1/p14, apesar do complexo Ragulator não 

apresentar similaridade de sequência com os componentes do complexo EGO de levedura 

[17]. 

A proteína Vam6 de levedura, já conhecida por sua participação na formação do 

vacúolo [27], foi identificada como o fator de troca de nucleotídeos de guanina (GEF – 

Guanine Exchange Factor) das proteínas Gtr1p e Gtr2p [25]. Estudos anteriores haviam 

demonstrado um papel do complexo EGO na regulação do transportador de aminoácidos 

GAP1 e de TORC1 em resposta a Glutamina na superfície do vacúolo [28]. A proteína 

Vam6 apresenta dois homólogos em mamíferos ainda pouco caracterizados, HsVam6 e 

TRAP-1. A superexpressão de HsVam6 promove a agregação e fusão de lisossomos em 

estruturas justanucleares [29], o que sugere que essa proteína tem função semelhante à da 

sua ortóloga em levedura. 
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 Estrutura das proteínas do complexo Ragulator 

 

O complexo Ragulator é formado pelas proteínas p18, MP1 e p14, das quais apenas 

p18 não tem estrutura resolvida. MP1 e p14 formam um heterodímero estável, descrito 

anteriormente como um adaptador e ativador para a sinalização mediada por MEK1, 

localizado na superfície dos endossomos tardios [30];[31];[32]. Apesar de haver pouca 

similaridade de sequência entre essas duas proteínas, elas apresentam um enovelamento 

muito semelhante, sendo formadas por uma folha-ß composta de cinco fitas-ß e cercada por 

três -hélices, sendo uma de um lado da folha-ß e duas do outro lado. Na estrutura do 

dímero, as faces com duas alfa hélices se localizam do mesmo lado, e as folhas-ß se unem 

formando uma estrutura central composta de dez fitas [30];[31];[33] (Figura 3).  
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Figura 3 – Estrutura do heterodímero MP1/p14. A. Representação da estrutura do 
heterodímero de MP1 (verde) com p14 (cinza) – (PDB 1VEU 1VET, respectivamente), 
mostrando potenciais sítios de interação com outras proteínas (em amarelo claro). As 
imagens estão rotacionadas 180° ao longo do eixo vertical. Modificado de [30]; B. 
Esquema do complexo EGO-GSE e seu correspondente em mamíferos, Ragulator [26].  
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Embora não haja similaridade alguma de estrutura primária entre Gse1p, MP1 e 

p14, a definição da estrutura da proteína de levedura Gse1p apresentou uma grande 

semelhança com o heterodímero humano MP1/ p14 (Figura 4).  

 

 

Figura 4 – Comparação entre as estruturas de Gse1p e o heterodímero MP1/p14. 
Modelo Gse1p avaliado por MolProbity [34] e sobreposto a MP1/p14 (PDB ISKO). A fita 
3’ pode interferir na dimerização de maneira semelhante ao observado no heterodímero 
MP1/p14. Em magenta e azul está representado o dímero MP1/p14 mostrando a folha  
entre as subunidades do heterodímero. A fita 3 de cada subunidade participa da 
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interface do dímero. Em Gse1p (verde), a fita 3 parece bloquear a folha  impedindo a 
formação de uma grande estrutura pseudocontínua oligomérica. Modificado de [26]. 

 

 Estudos com mutantes demonstraram que o loop b3 de p14 é o motivo de ancoragem 

aos endossomos, e o loop correspondente na proteína MP1, denominado b3*, define a 

interação de MP1 com p14 [30]. Posteriormente, foi demonstrado que a interação com p18 

é essencial para a ancoragem do heterodímero MP1/p14 aos endossomos, esta interação 

ocorre possivelmente no loop. A proteína p18 possívelmente interage com o loop b3 de p14 

por esta região ter sido previamente identificada como essencial para que o heterodímero 

MP1/p14 se ancore à membrana [32]. 

A proteína p18, assim denominada por possuir 18 kDa, foi identificada através de 

uma triagem de proteínas que interagem com membranas endossomais [32]. Esta proteína 

estava associada a um complexo, que por espectrometria de Massas, foi identificado como 

o heterodímero MP1/p14, e em outro trabalho [17] observou-se que p18 interage também 

com a membrana lisossomal.  A associação de p18 com a membrana lisossomal ocorre por 

meio de modificações pós-traducionais (miristilação e palmitoilação) localizadas na sua 

extremidade N-terminal, e sua região C-terminal (resíduos 121 a 161, Figura 5) é 

responsável pela interação com MP1-p14 [32]. Em vista desses dados, é possível que o 

loop b3 de p14 seja responsável pela interação com p18.  

Estudos recentes mostraram que a proteína p18 heteróloga contendo os aminoácidos 

de 47 a 104 se ligou às suas proteínas parceiras MP1/p14 [35]. Esta informação, somada ao 

fato de que estudos onde mutantes de p18 com deleções nos 40 resíduos de aminoácidos em 

sua região C não se ligaram a MP1/p14 [21], pode ser útil para identificação de uma área 

ainda mais restrita da região de interação de p18 com MP1/p14. 

Pdro, outra nomenclatura utilizada para a proteína p18, está envolvida na homeostase 

do colesterol [36]. A depleção desta proteína por siRNA aumenta o teor de colesterol livre 

nas células, que é acompanhado pelo aumento do efluxo de colesterol das células. Por outro 

lado, células estáveis, ao superexpressar p18 mostram reduzido teor de colesterol livre 

celular. P18 diminui o excesso de colesterol, pelo menos em parte, por estimular a 

recaptação da lipoproteína de baixa densidade (LDL) e aumentar o egresso de colesterol 

dos endossomos tardios/lisossomos [36]. 
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Figura 6 – Comparação entre a Gse2p (código de acesso ao UniProt Q02205) e a 
proteína  humana p18 (código de acesso ao UniProt Q61AA8). Embora essas 
proteínas não possuam similaridade em sua sequência primária, ambas possuem 
predição de estrutura secundária rica em  hélice e possuem grandes regiões que podem 
ser desenoveladas em sua forma nativa, de acordo com IUPRED [37] (não mostrado). 
Gse2p e p18 possuem tamanhos moleculares similares (aproximadamente 20 kDa), 
ambas contem resíduos de glicina na porção N terminal que são potenciais sítios de 
miristilação (setas negras), e ambas contêm potenciais sítios de palmitoilação (setas 
amarelas). Além disso, estas duas proteínas, assim como suas homólogas, possuem um 
motivo de seis aminoácidos (sublinhado) no início da sequência, que contém um ou mais 
resíduos ácidos seguidos por duas Leucinas conservadas, o que sugere uma sequência 
de localização lisossomal. Modificado de [26]. 

 

 Neste trabalho, expressamos o complexo Ragulator com a finalidade de realizar 

estudos estruturais por Ressonância Magnética Nuclear e, a partir destes estudos 

aprofundarmos o conhecimento sobre a ativação da via da mTOR por aminoácidos. A 

análise estrutural pode nos auxiliar a compreender como ocorre a transdução de sinal da 

via de mTOR em resposta a aminoácidos.  

p18

Gse2p
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2.2. RESULTADOS OBTIDOS NA CARACTERIZAÇÃO DA PROTEÍNA P18 

 

 Apesar da interação entre a p18 e o heterodímero MP1/p14 já ter sido confirmada 

[32], os resultados a seguir foram norteados com a finalidade de mapearmos a interação, 

bem como a dinâmica envolvida entre as proteínas do complexo Ragulator. 

 

2.2.1.  Expressão e purificação dos clones de MP1/p14 

 

 O clone de escolha para expressão foi o 688 [30]. Este clone foi enviado pelo grupo 

do pesquisador Dr. Tim Clausen (Reserch Institute of Molecular Pathology, IMP, Viena, 

Áustria) para a co-expressão das proteínas MP1/p14. Ele possui ambas as proteínas 

contidas no vetor pET28a (Novagen), e cauda de Histidina ligada a proteína MP1. Este foi 

um critério de escolha do clone, pois se a cauda de Histidina fosse na  proteína p14 poderia 

atrapalhar a interação com p18, uma vez que imaginamos que a ligação entre p18 e 

MP1/p14 ocorre no loop β3 da proteína p14. O heterodímero foi expresso em LB e 

utilizado para adição em diversas diálises da p18, auxiliando em seu processo de 

renaturação.  

 Na cromatografia por afinidade a Níquel, cujos detalhes estão citados na seção 

Metodologia, obtivemos o heterodímero MP1/p14 quase puro, como mostra a Figura 7. 

 

 

Figura 7 - Cromatograma de Afinidade do heterodímero MP1/p14. O heterodímero 
protéico foi submetido a uma cromatografia por afinidade a Níquel. O gel SDS-PAGE 
contém as frações referentes ao pico do cromatograma, onde as proteínas MP1 e p14 
saem separadas (pois se trata de um gel desnaturante) na região do marcador molecular 
da BenchMarkTM, (primeira amostra) correspondente a banda de 15 kDa. Coluna: Histrap 
FF 5 mL. Gradiente linear: 0 a 100% de B em 10 volumes de coluna. Tampão A: 20 mM 
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 2.2.3. Predição de Desordem da p18 

 

 O programa PONDR [38-40] foi utilizado para realizarmos a predição de desordem 

da proteína p18 (Figura 10). Segundo esta predição, a proteína p18 apresenta 3 regiões de 

desordem, sendo que uma destas regiões é formada por 48 aminoácidos. Dos 161 resíduos 

de aminoácidos constituintes desta proteína, 94 se encontram em regiões desordenadas, 

representando um percentual de desordem de aproximadamente 59%. Esta predição de 

desordem associada a presença de 2 resíduos de Cisteínas  na p18 pode explicar a 

instabilidade e a facilidade com que esta proteína forme agregados.  

 

Figura 10 – Predição de desordem da proteína p18. A predição foi realizada segundo 
algoritmo do PONDR [38-40]. Segundo esta predição, p18 apresenta 3 regiões de 
desordem representando 59% dos resíduos de aminoácidos. 

  

 2.2.4.  Expressão da proteína de mamífero p18 em bactéria  

  

Foi realizado um teste para verificar a melhor forma de expressão da proteína de 

mamífero p18 (Tabela 4). Neste teste, foram variadas a cepa de expressão, a temperatura e 

o tempo de indução, entretanto o vetor (pET28a), a velocidade de incubação do inóculo 

(200 rpm) e a concentração de IPTG foram mantidos constantes. 

 Em todas as condições testadas, a proteína foi expressa na fração insolúvel, em 

corpos de inclusão. Devido ao alto grau de rendimento e pureza desta proteína, escolhemos 
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a condição de expressão em que E. coli (DE3) ∆SlyD foi expressa a 37°C a 200 rpm por 

16h. A Figura 11 demonstra a presença da proteína exclusivamente na fração insolúvel.  

 

 

 

Figura 11. Fração insolúvel da p18. A proteína p18, com aproximadamente 20 kDa,  foi 
induzida com 0,5 mM de IPTG a 37°C, 200 rpm por 16 h. No gel SDS-PAGE corado com 
Comassie Blue, MM corresponde ao marcador molecular BenchMarkTM, e FS 
correspondem às frações solúveis, pois para chegar a fração insolúvel (FI) são 
necessários 4 ciclos de sonicação. 

 

 2.2.5. Padronização das condições de diálise da p18 

  

 A ressolubilização de uma proteína por diálise muitas vezes resulta em agregados 

muito recalcitrantes. Na tentativa de obter p18 monomérica a partir da diálise, resolvemos 

estudar melhor a composição do tampão, a fim de obter uma proteína estável, solúvel e que 

não forme agregados. 

 Proteínas ricas em cisteínas, como a p18 (que possui 2 Cisteínas), tendem a formar 

agregados por pontes dissulfeto, o que induz a polidispersidade na amostra. Agentes 

redutores devem ser usados preventivamente, pois a formação de pontes dissulfeto 

dificilmente é revertida sem causar danos à proteína. Os agentes redutores mais utilizados 

são o ß-ME e o DTT, sendo este último uma melhor escolha por apresentar apenas um pico 

no espectro de RMN. 

MM            FS1 FS2          FS3,           FS4                FI

20 kDa

15 kDa

30  kDa

50 kDa
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 As proteínas apresentam uma solubilidade em função da concentração de sais. Isso 

porque, muitas proteínas insolúveis em água tornam-se cada vez mais solúveis conforme se 

aumenta a concentração de sal a certas concentrações limitantes, que dependem da proteína 

e do tipo de sal escolhido (salting in). Os íons adicionados (positivos e negativos), 

presentes em solução, interagem com os grupos carregados das moléculas de proteínas, 

atenuando a interação entre elas. Quando a concentração de sal atinge valores muito 

elevados, a solubilidade desta proteína diminui, até sua precipitação (salting out) [41]. 

 Os agregados protéicos ainda podem ser formados por interações hidrofóbicas entre 

duas ou mais proteínas. O glicerol e alguns detergentes, como Triton-X 100 e Tween 20, 

podem ser utilizados para evitar que isso aconteça. 

 Com base nas interações existentes entre os diferentes tipos de aminoácidos 

constituintes em uma proteína, elaboramos algumas condições de tampão que poderiam 

evitar a formação de agregados na renaturação da p18. Nas condições de 1 a 6 citadas na 

Tabela 1, a proteína p18 se manteve agregada após a ressolubilização. Estas proteínas 

foram submetidas a cromatografias de afinidade e exclusão por tamanho molecular, além 

de estudos biofísicos para sua análise (serão descritos abaixo). Após estas análises, 

pudemos elaborar uma nova condição (7 da Tabela 1) onde p18 se ligou à coluna de 

afinidade, podendo estar em sua forma monomérica. Para isso devem ser realizados 

experimentos para confirmar seu estado monomérico. 

 

Tabela 1 – Condições de tampão variadas na diálise da p18 a 4°C. 

Condição Tampão utilizado na diálise primeira etapa da diálise Condição da p18 

1 Uréia 6M, 50mM e Tris-HCl pH 8,8 Agregado Solúvel 

2 Uréia 6M, 50mM Tris-HCl pH 8,8 e 50mM NaCl Agregado Solúvel 

3 Uréia 6M, 50mM Tris-HCl pH 8,8 e 150mM NaCl Agregado Solúvel 

4 Uréia 6M, 50mM Tris-HCl pH 8,8 e 0,1M βME Agregado Solúvel 

5 
Uréia 6M, 50mM Tris-HCl pH 8,8, 150mM NaCl, 5mM β ME, 0,1% Tween 

20 e 5% glicerol 
Agregado Solúvel 

6 Uréia 6M, 50mM Tris-HCl pH 8,8, 50mM Arg/Glu e 150mM NaCl Agregado Solúvel 

7 Uréia 6M, 50mM Tris-HCl pH 8,8,  50mM NaCl e 0,5 mM TCEP** 
p18 complexada com 

MP1/p14 

* Condição à qual foi adicionado MP1/p14 na última etapa de diálise, sem uréia. ** 
Condição à qual foi adicionado MP1/p14 com 1 M de uréia. 
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observadas ambas as proteínas, o que sugeriria a formação do complexo (Figura 14). Mais 

uma vez, p18 não se ligou a seus parceiros por estar agregada (seu pico saiu em 

aproximadamente 40 mL, indicando um valor muito maior que o tamanho molecular 

teórico) e, portanto se faz necessário encontrar uma condição específica em que possamos 

obter p18 em sua forma monomérica e só então tentarmos associá-la a MP1/p14.  

 

Figura 14. Teste de interação do complexo Ragulator. A) Cromatograma de afinidade 
por Níquel das proteínas P18+MP1/p14, onde apenas o heterodímero MP1/p14 se ligou à 
coluna. B) Gel SDS-PAGE corado com Comassie Blue contendo o marcador molecular 
BenchMarker®, a proteína p18 que não se ligou à coluna (FT, passou no flowthrough) e as 
frações do pico contendo MP1/p14. C) Cromatograma de filtração em gel das proteínas 
p18 (~20 kDa) e MP1/p14 (~30 kDa) saíram em picos separados. D) Gel SDS-PAGE 
corado com Comassie Blue contendo marcador molecular, frações do primeiro pico, C1 e 
C2 são controles contendo p18 e p18 + MP1/14. 
 

 Uma última diálise foi testada com o tampão 7 da Tabela 1. A esta diálise, foram 

adicionadas as proteínas MP1/p14 quando ainda havia 1 M de uréia. A uréia foi totalmente 

retirada e a proteína foi submetida às cromatografias de afinidade e filtração em gel. Em um 

mesmo béquer, foi realizada uma diálise controle, sob as mesmas condições, porém as 

proteínas MP1/p14 não foram adicionadas. Sob estas condições, foi possível obter a 

proteína p18 capaz de se associar a coluna de Níquel, supostamente em sua forma 
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monomérica. Tanto a p18 renaturada na diálise controle, quanto a renaturada com adição 

das parceiras MP1/p14, se ligou à coluna de afinidade a Níquel. Embora em ambos os casos 

tenha se obtido p18 em sua suposta forma monomérica, o rendimento foi muito maior 

quando adicionado MP1/p14. Foi obtida uma grande quantidade das proteínas p18 e 

MP1/p14 na cromatografia de afinidade. Como tanto p18 quanto o heterodímero MP1/p14 

possuem caudas de Histidina, as proteínas podem ou não estar complexadas na forma de 

Ragulator. (Figura 15). As frações correspondentes ao pico da afinidade, que continham 

p18 e MP1/p14 foram submetidas à cromatografia de exclusão por tamanho molecular. 

Nesta cromatografia, p18 e MP1/p14 saíram em picos separados, sugerindo dissociação do 

complexo, provavelmente por possuir alto coeficiente de dissociação [35]. É importante 

observar que p18 é eluida em menor volume que o esperado, sugerindo agregação (Figura 

16). Enquanto realizávamos estes experimentos, um artigo foi publicado com a renaturação 

do complexo, também através de adição de MP1/p14 em uma etapa da diálise da p18, 

porém com outro tampão [35].  
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 Figura 15 – Afinidade da diálise da proteína p18 sob a condição de tampão 7 da 
Tabela 1, com e sem adição de MP1/p14. A) Cromatograma da Afinidade a Ní em 
Coluna His Trap FF 5 mL, da proteína p18 dialisada sem adição de MP1/p14. B) Gel 
SDS-PAGE corado com Comassie Blue contendo marcador molecular BenchMarkTM 

(MM), a proteína pós diálise (D) e as frações do pico contendo a p18 que se ligou a 
coluna. C) Cromatograma da afinidade nas mesmas condições acima citadas, porém com 
a amostra de diálise em que foi adicionado MP1/p14. D) Gel SDS-PAGE corado com 
Comassie Blue contendo MM, proteína pós diálise (D), proteína que não se ligou a 
coluna(FT), provavelmente por MP1/p14 possuir concentração limitante e as frações do 
pico correspondem a p18 provavelmente associada a MP1/14. 
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Figura 16 – Cromatografia de exclusão por tamanho molecular, em coluna Superdex 
200 16/60®, da diálise da proteína p18 sob a condição de tampão 7 da Tabela 1, com 
e sem adição de MP1/p14. A) Cromatograma da filtração em gel da proteína p18 sem 
adição de MP1/14. B) Gel SDS-PAGE contendo marcador molecular BenchMarker®, a 
fração do pico 1, em que p18 aparece em sua forma agregada e os demais picos 
correspondem a proteína degradada. C) Cromatograma da filtração em gel da proteína 
p18 com adição de MP1/14. D) Uma menor quantidade de proteína foi obtida na forma de 
agregados, imperceptível no gel SDS-PAGE (pico 1), onde podemos visualizar p18 
apenas no segundo pico e MP1/p14 no terceiro, sugerindo dissociação do complexo 
Ragulator. 

 

 Uma repetição da diálise sob o tampão 7 (Tabela 1) com adição de MP1/p14 foi 

realizada. Nesta repetição, as proteínas contidas nas frações do pico da afinidade foram 

selecionadas para realização de experimentos de cross-linking e não foi realizada filtração 

em gel. 
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 2.2.7. Espalhamento de luz dinâmico – DLS 

 

O espalhamento de Luz Dinâmico (DLS) é uma técnica amplamente utilizada no 

estudo de partículas em solução, como polímeros, proteínas, vesículas lipídicas e várias 

outras moléculas de interesse biológico. 

A proteína p18, dialisada sob o tampão 5 (Tabela 1) foi submetida à análise de 

DLS, com a finalidade de investigar as características do agregado formado. A triagem foi 

realizada com 96 condições diferentes (variando-se tampões e aditivos, citados na seção 

Metodologia) nas temperaturas 20°C, 25°C, 37°C, repetindo a medida de 25°C ao final para 

avaliar se houve alguma alteração na amostra após a medida a 37°C. Em todas as medidas, 

obtivemos um R (índice de dispersão fornecido pelo equipamento) próximo de 1, ou seja, 

um valor muito alto indicando uma polidispersividade muito grande. O raio hidrodinâmico 

foi de aproximadamente 100 nm, indicando a presença de agregados protéicos desta ordem 

e, portanto nenhuma das condições foi capaz de manter p18 em sua forma monomérica 

(Figura 17). Mesmo de posse destes dados de DLS, ainda se faz necessária a elucidação do 

que estaria ocorrendo com a p18 e a suspeita de grandes agregados nos fez optar pelo 

recurso da microscopia eletrônica.  

 

 





Capítulo 2 

 

29 

 

 

Figura 18. Microscopia eletrônica da proteína p18 renaturada. A proteína p18 foi 
dialisada sob o tampão 5 (Tabela 1) e observada em um microscópio eletrônico utilizando 
acetato de uranila como contraste. Esta análise confirmou a presença de grandes 
agregados protéicos (setas brancas), principalmente na forma de longas fibras. 
 

 Foi realizada uma nova análise de microscopia eletrônica da p18 renaturada (Figura 

19), desta vez com o tampão 2 (Tabela 1). Diferentemente do que esperávamos, este 

tampão sem aditivos, contendo apenas 50 mM Tris-HCl pH 8,8 e 50 mM NaCl (além da 

uréia, que foi retirada gradativamente nas etapas de diálise), foi capaz de reduzir a 

formação destas fibras, porém a proteína ainda se encontrava agregada. Nesta nova etapa, 

foram retiradas alíquotas em todas as etapas da diálise. Apenas as alíquotas T2, T3, T4, T6 

e T8, que continham respectivamente 3 M – 1,5 M – 0,75 M – 0,19 M – 0,04 M de uréia, 

foram analisadas por microscopia eletrônica. Esta análise nos auxiliou a encontrar um 

ponto chave onde poderemos adicionar o heterodímero MP1/p14 à diálise, ou seja, em uma 

concentração entre 0,75 M e 1,5 M de uréia poderíamos tentar realizar a formação do 

complexo Ragulator, condição esta em que havia menor quantidade de agregados fibrosos. 

0,5 µm 100  nm 200  nm
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Figura 19 – Microscopia eletrônica dos pontos de diálise da p18.  As figuras A, B, C, 
D e E correspondem à microscopia eletrônica da proteína p18 em 50 mM NaCl e 50 mM 
de Tris-HCl pH 8,8, contendo respectivamente 3 M – 1,5 M – 0,75 M – 0,19 M – 0,04 M de 
uréia. A condição C foi escolhida como ponto de diálise no qual serão adicionadas as 
proteínas MP1/p14, na tentativa de formar o complexo Ragulator.  

 

 2.2.9. Dicroismo circular – CD 

 

Após a diálise em que foi obtido o complexo Ragulator, separamos uma única 

fração de cada pico (exceto picos 3 e 4, por não não ter quantidade de proteína suficiente 

para observação em gel SDS-PAGE corado com Coomassie) presente na cromatograma de 

exclusão por tamanho molecular da p18 renaturada sozinha (controle) e com MP1/p14 (ver 

cromatograma Figura 16).  As frações correspondentes ao primeiro pico de cada 

cromatograma, denominados p18 agregada GF p18 (para proteína dialisada sozinha - AC) e 

p18 agregada GF Ragulator (para proteína dialisada com MP1/p14 - AR). À fração  do pico 

2 do cromatograma de p18 renaturada sozinha, denominamos p18 monomérica GF p18 

(MC), por supormos que esta apresenta-se em sua forma monomérica. Pelo mesmo motivo, 

denominamos a fração correspondente ao pico 5 do cromatograma referente a p18 

renaturada com MP1/p14 de p18 monomérica GF Ragulator (MR). A fração fração 2 deste 

cromatograma continha MP1/p14.  
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As frações continham quantidades muito pequenas de proteínas e foi preciso 

concentrá-las para analisá-las no CD. Além destas frações, ainda analisamos o espectro de 

p18 (Figura 20). 

Os resultados obtidos por CD, sugerem uma variação no perfil de estrutura 

secundária entre a proteína p18 em sua forma “monomérica” e em sua forma agregeda. A 

p18 “monomérica” renaturada com e sem MP1/p14 apresentam espectros de CD 

semenhantes. Espectros de CD da p18 agregada sugerem a formação de agregados 

amilóides, que devem ser confirmados por outra técnica. O espectro de CD contendo p18 

agregada, somada a MP1/p14 não sugere interação entre estas proteínas. 

 

 

Figura 20 – Espectro de CD das proteínas do Complexo Ragulator. Espectros 
realizados a 10°C, com 1 mm de caminho óptico e a uma faixa de 205 a 250 nm. As 
abreviações contidas na figura estão explicitadas no texto. A) Comparação dos espectros 
de CD das proteínas p18 agregadas e “monoméricas”, com a proteína MP1/p14 e desta 
última associada a AC minutos antes da obtenção do espectro. B) Comparação dos 
espectros da proteína p18 “monomérica” renaturada com (MR) e sem (MC) MP1/p14. C) 
Comparação dos espectros de MP1/p14, da proteína p18 agregada (AR) e da junção de 
ambas (AC + MP1/p14). 
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 2.2.10. Cross-linking 

  

 A proteína p18 renaturada em presença de MP1/p14 (condição 7, Tabela 1) e 

submetida à cromatografia de afinidade a Ni foi submetida a uma reação de cross-linking a 

fim de estabilizarmos a interação entre as proteínas constituintes do Ragulator. A reação 

ocorreu por 4 h, nas temperaturas 4°C e ambiente. A reação de cross-linking promoveu 

ligações covalentes apenas entre as proteínas MP1/p14, e não entre p18, MP1 e p14, como 

era o esperado (Figura 21). Provavelmente a banda do complexo ternário não aparece 

devido à baixa quantidade de amostra. Outras tentativas de cross-linking estão sendo 

realizadas e, em caso de sucesso na ligação entre as três proteínas do Ragulator, a amostra 

será analisada por espectrometria de Massas. 

 

 

Figura 21 – Gel SDS-PAGE do Cross-linking do Ragulator. MM corresponde ao 
marcador molecular BenchMarker®, a amostra anterior ao cross-linking e as amostras em 
que foi realizado o cross-linking a temperatura ambiente (RT) e a 4°C, respectivamente. A 
banda de aproximadamente 30 kDa corresponde ao heterodímero MP1/p14, nenhuma 
banda foi observado próximo ao 50 kDa, onde estaria o complexo Ragulator. 
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 Enquanto realizávamos estes experimentos, um artigo foi publicado onde os autores 

conseguiram uma co-expressão contendo MP1/p14 e p18 [35]. Para isso, eles fizeram 

deleções nas regiões N e C terminal da p18 e pela primeira vez provaram sua interação com 

MP1/p14 in vitro. Entretanto a real região de interação entre estas proteínas ainda é 

desconhecida. O clone utilizado nesta co-expressão foi solicitado aos autores do artigo e no 

momento estamos aguardando sua chegada. Com esta co-expressão pretendemos mapear, 

através de cross-linking e Espectrometria de Massas, os resíduos envolvidos nesta 

interação. 
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3. Capítulo 3 – FtsZ e sua moduladora MinC 

 

3.1. INTRODUÇÃO 

 

 A organização subcelular de proteínas em bactérias possui notável similaridade com 

a de células eucarióticas, de modo que as três maiores famílias de proteínas de 

citoesqueleto eucarióticos (tubulina, actina e filamentos intermediários) são homólogas de 

proteínas bacterianas, incluindo FtsZ, MreB e crescentina. Apesar da similaridade 

estrutural, proteínas do citoesqueleto eucariótico e bacteriano estão envolvidas em 

diferentes funções fisiológicas, e a função in vivo destas proteínas bacterianas ainda não 

está completamente compreendido [42]. Seu estudo pode auxiliar o entendimento de 

processos patológicos bem com o desenvolvimento de novos fármacos bactericidas. 

  

 FtsZ e a divisão celular 

  

A proteína FtsZ é uma homóloga bacteriana da tubulina, essencial no processo de 

divisão celular. Está presente virtualmente em todas as bactérias, na maioria das Archaeas e 

em cloroplastos e mitocôndrias de eucariotos. É a proteína mais conservada entre as 

proteínas relacionadas no processo de divisão celular [43]. 

 Esta proteína polimeriza em presença de GTP e forma protofilamentos que se 

associam formando a base do anel Z. Este anel consiste em um complexo protéico que se 

estende ao redor da circunferência celular e define o plano de divisão durante o processo de 

divisão celular. Este septo ocorre no centro da célula, onde FtsZ recruta inúmeras proteínas 

da divisão celular, incluindo as responsáveis pela degradação e pela construção da parede 

celular [42]. O anel Z é ancorado a superfície interna da membrana plasmática pela proteína 

FtsA [44] e provavelmente também por ZipA [45]. 

O septossomo é um multicomplexo citocinético formado pela reunião de pelo 

menos 10 proteínas da divisão celular associadas ao anel Z, e esta associação é dependente 

da presença do anel Z no sítio de divisão. Por isso, acredita-se que o anel Z é uma 

plataforma inicial para associação de todos, ou pelo menos da maioria dos componentes 

essenciais da maquinaria de divisão celular [43]. FtsZ é responsável pelo formato do 
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invaginamento do septo, uma vez que mutantes de FtsZ que formam espirais ao invés da 

estrutura de anel possuem septos com a mesma diferença no formato [46]. Não se sabe se 

FtsZ é apenas uma proteína suporte durante a reunião das proteínas da divisão bacteriana, 

se ela apresenta alguma função regulatória ou se participa ativamente no encolhimento do 

novo septo [43]. 

A proteína FtsZ possui estrutura conhecida de espécies diferentes, entre elas M. 

jannaschii, P. aerginosa, A.aeolicus e B. subtilis (Figura 22). FtsZ e a tubulina, sua homóloga, 

compartilham um enovelamento arquitetado em 2 domínios: a região N terminal, que 

contém o sítio de ligação ao nucleotídeo, é ligada ao domínio C terminal através de uma 

hélice central (H7), que é envolvido formando um protofilamento. O sítio de atividade 

GTPásica é formado na interface entre os monômeros por inserção dos resíduos ácidos do 

loop T7 do domínio C terminal no bolso de ligação a nucleotídeos do monômero anterior 

do protofilamento [47]. FtsZ e tubulina possuem propriedades de estrutura e polimerização 

similares, entretanto, estas proteínas não são sensíveis as mesmas moléculas inibitórias 

[42], e esta especificidade faz de FtsZ um bom alvo farmacêutico no combate de diversas 

bacteremias. 

 

Figura 22 – Estruturas Cristalográficas da proteína FtsZ de 5 espécies diferentes. 
Representação da estrutura de FtsZ em M. jannaschii, P. aerginosa (resíduos 2 -6), 
A.aeolicus e B. subbtilis (resíduos de 12 – 315). Em azul observa-se o domínio de ligação 
a nucleotídeos, a hélice H7 em amarelo e o domínio C terminal em vermelo/laranja [47]. 

 

 Para que a divisão celular seja eficaz, ela possuir precisão espacial e deve ser 

perfeitamente coordenada com a replicação e segregação do DNA. O septo deve ser 

formado no centro da célula, dando origem a duas células filhas idênticas [43]. Se um erro 

espacial ou cronológico ocorrer neste processo, será formada uma célula filha menor que o 

ideal e sem nucléolo e uma célula mãe remanescente aumentada e com dois nucléolos. A 
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regulação do processo de divisão celular necessita ser finamente regulada para a 

manutenção da vida. Em B. subtilis e E. coli foram identificado diversos moduladores do 

anel Z, dentre os quais se destacam o Sistema Min e o Sistema Noc/Slma [48] 

 

 O sistema MinCDE 

 

O processo de regulação do septo da divisão celular começou a ser desvendado há 

quatro décadas, quando Adler e colaboradores obtiveram mutantes de E. coli em que um 

grande número de pequenas células anucleadas, incapazes de se dividirem,  eram formadas 

durante a fase logarítmica da divisão celular. Estas células, em forma de bastonetes, foram 

isoladas através de centrifugação por gradiente de densidade e utilizadas em diversos 

estudos biológicos [49]. Estes mutantes formavam septos em ambientes diferenciado, como 

nos pólos celulares. A formação do septo na região polar da célula dá origem a uma célula 

filha esférica com ausência de DNA cromossomal (mini células) e uma célula mãe residual 

com tamanho maior que o normal e dois nucleóides. Interessantemente o DNA plasmidial 

pôde ser dividido entra as células [43]. 

Em mini células de E. coli foi identificada uma mutação em um operon de 3 genes, 

o locus genético minCDE [50]. Os produtos de expressão destes genes evitam a formação 

do septo e divisão nos pólos celulares. 

MinC é o inibidor da divisão deste sistema, interagindo com FtsZ e previnindo a 

formação do anel Z estável [43]. MinC forma um heterocomplexo associado a membrana 

capaz de impedir a divisão nos pólos celulares [51] e a deleção destas proteínas resulta em 

uma divisão assimétrica causada pela formação de septos nos pólos celulares [52, 53]. A 

proteína MinE é um fator de especificidade topológica, responsável por dar especificidade a 

MinC, limitando sua atuação aos pólos celulares, para que a célula possa se dividir em sua 

região central [43]. MinD é a responsável pela associação de MinC e MinE à membrana 

plasmática [54, 55].  

A proteína MinD é membro de uma superfamília de ATPases, onde estão inclusas 

ParA (enolvida em segregação dos cromossomos) e proteínas relacionadas, e se associa à 

membrana através de uma hélice anfipática localizada em sua extremidade N terminal [48, 

56, 57]. O domínio C terminal da proteína MinC é o responsável por sua interação com 
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MinD [58], entretanto ambos os domínios C e N terminal são necessários para que MinC 

exerça sua função inibitória [58, 59]. 

A localização do sistema MinCDE nos pólos das células em B. subtilis se dá através 

da interação com a proteína DivIVA [43], delimitando, portanto o local de atuação deste 

sistema. Outro importante sistema regulador de FtsZ é o Sistema Noc/SlmA. O Sistema 

Noc em B. subtilis e SlmA em E. coli interagem com DNA e inibem a polimerização do 

anel Z [60, 61],  impedindo que a divisão ocorra na região cromossomal.  

 

 

 
Figura 23 – Esquema de inibição da divisão bacteriana em B. subtillis. O sistema 
MinCD impede que a divisão celular ocorra nos pólos, o sistema Noc impede que a 
mesma ocorra na região onde contém material genético, a soma dos dois sistemas faz 
com que a única região permitida para a divisão celular seja o centro. Modificado de [48] 

  

Sistema MinCD

Sistema Noc

Sistema MinCD + Noc
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3.2 RESULTADOS DA CARACTERIZAÇÃO DA INTERAÇÃO DE FtsZ COM 

MinC 

 

 Os experimento a seguir foram realizados com o intuito de confirmar a interação de 

FtsZ e MinC de Bacillus subtilis, bem como identificar os resíduos nela envolvidos. A 

interação entre a região N terminal da MinC  com FtsZ de E. coli foi confirmada 

recentemente [62], entretanto a interação entre as proteínas de Bacillus subitilis ainda 

precisa ser confirmada. Outros experimentos já foram realizados pelo grupo do pesquisador 

Dr. Frederico G. Filho, sem sucesso, provavelmente por se tratar de uma interação fraca. 

Dessa forma, esta colaboração visa utilizar uma ferramenta extremamente sensível como a 

RMN, capaz de detectar interações fracas. 

 

 3.2.1. Expressão das proteínas MinC e FtsZ  

  

Os clones contendo as sequências gênicas referentes às proteínas FtsZ e MinC 

foram obtidos através de uma colaboração com o pesquisador Dr. Frederico Gueiros Filho 

(IQ-USP SP) (Projeto SMOLBNET 2.0, Processo FAPESP 2010/51866-0). Os protocolos 

de indução já estavam estabelecidos por este mesmo colaborador, porém foi preciso 

aperfeiçoá-los para que estas proteínas pudessem ser expressas em M9[63] e utilizadas no 

espectrômetro de Ressonância Magnética Nuclear. O protocolo pode ser visto na seção 

Metodologia. 

 

 3.2.2. Expressão e purificação das proteínas MinC e FtsZ  

 

A purificação das proteínas expressas em meio LB e em meio minimo M9 [63] para 

marcação com isótopos estáveis para estudos de RMN, foi realizada de forma similar, 

exceto pelos tampões que tiveram de ser adaptadas as exigências das técnicas de RMN. A 

padronização prévia foi feita no tampão HEPES 10 mM, 50 mM de Arginina, 50 mM de 

Ácido Glutâmico, 100 mM  KCl, 1 mM de EDTA e 5% de glicerol. Para estudos por 

Ressonância Magnética Nuclear, é preferível utilizar o tampão fosfato a outros tampões, há 
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uma limitação na concentração de sal (máximo 100 mM, para utilização da sonda 

criogênica) e aditivos como Arginina e Ácido Glutâmico utilizados para aumentar a 

solubilidade, apresentam sinais no espectro e, por se encontrarem em uma concentração 

muito superior ao da proteína, saturam o receptor de sinal, inviabilizando a visualização de 

sinais da proteína. 

 

3.2.2.1 Purificação da MinC 

 O lisado de células foi purificado em coluna de afinidade (His Trap Chelating FF-5 

mL). A afinidade se mostrou um excelente método de captura para MinC por separar bem 

MinC das demais proteínas celulares. A purificação foi confirmada em gel de 

poliacrilamida (SDS-PAGE corado com Coomassie blue) a 12% (Figura 24) 

 

 

Figura 24 – Cromatograma da proteína MinC marcada com 15N e purificada por 
afinidade. À direita, gel SDS-PAGE onde: MM corresponde ao marcador molecular 
BenchMark®, FS a fração solúvel aplicada à coluna de afinidade, FT a fração que passou 
pelo flowthough, P1 a fração do primeiro pico, as próximas frações correspondem ao 
segundo pico, onde observamos MinC em  alto rendimento. 

 

 Embora a purificação por afinidade tenha fornecido resultados satisfatórios quanto a 

pureza e concentração de MinC, foi necessário um método de refinamento para evitar que 

alguns contaminantes interfiram no espectro de RMN. O método de escolha foi a 

cromatografia de exclusão por tamanho molecular, ou filtração em gel (coluna Superdex 

HiLoad 200 16/60 – GE Healthcare®). Esta cromatografia é capaz de separar eventuais 

contaminantes e possíveis dímeros ou até mesmo oligômeros que dependendo das 

características da proteína podem ser formados. Pode-se observar através desta 

cromatografia, apesar de não se tratar de uma filtração em gel analítica, que a proteína 
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MinC (~27,7 KDa) é eluida com 50 mL, sugerindo que esta não se encontra em sua forma 

monomérica (Figura 25). 

 

 

Figura 25. Cromatografia da proteína MinC purificada por filtração em gel na coluna 
Superdex 200. As frações do gel SDS-PAGE correspondem respectivamente ao marcador 
molecular BenchMarkTM(MM), proteína MinC concentrada pós afinidade (C) e as frações 
do pico contendo MinC. 

 

 A proteína pura e concentrada foi levada a espectrômetro de RMN, onde foi obtido 

um espectro de prótons em 1D, para confirmação de que a proteína se encontra estruturada 

e na concentração necessária para obtenção de sinais. No espectro pode-se observar que a 

proteína se encontra enovelada por apresentar dispersão na região do NH, próximo a 8 ppm. 

Proteínas desenoveladas apresentam pouca dispersão na região no NH, pois todos os 

aminoácidos experimentam o mesmo ambiente químico. A concentração alcançada pela 

purificação foi suficiente para obtermos um bom nível de sinal no espectro. O próximo 

passo foi obter espectros 2D com a proteína marcada com nitrogênio 15, analisar sua 

estabilidade e posteriormente sua interação com FtsZ não marcada (Figura 26).  
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poliacrilamida (SDS-PAGE colorido com coomassie blue) para confirmação. Conseguimos 

uma alta pureza de FtsZ, porém esta se apresentava constantemente com um contaminante 

de menor tamanho molecular que, por espectrometria de Massas, realizada no LNBio, 

descobrimos ser a cloranfenicol acetil transferase (CAT), provavelmente proveniente do 

plasmídeo pRIL que utilizamos na expressão e possui marca de seleção para cloranfenicol. 

(Figura 27). 

 

 

Figura 27. Cromatografia de exclusão por tamanho molecular da proteína FtsZ 
purificada por precipitação em sulfato de amônio. A cromatografia foi realizada na 
coluna Superdex 200 16/60®. A proteína foi encontrada no segundo pico, sendo o terceiro 
pico uma provável contaminação por DNA, uma vez que este foi drasticamente diminuído 
com o tratamento da amostra com a enzima DNAse. O gel SDS-PAGE contém um 
marcador molecular BenchMarker® e as frações correspondentes ao segundo pico da 
filtração, onde é possível visualizar as proteínas FtsZ e CAT (contaminante). 

 

A proteína pura e concentrada foi utilizada para ensaios de interação com MinC por 

Ressonância Magnética Nuclear. Não foi necessária sua marcação com isótopos estáveis, 

uma vez que estaremos visualizando quais resíduos de MinC são envolvidos na interação 

com FtsZ. 

Para retirada da CAT, contaminante de FtsZ, esta proteína foi expressa na cepa 

(DE3) C43 E. coli, cepa esta indicada para expressão de proteínas tóxicas. A ausência do 

plasmideo  pRIL impediu a expressão de CAT e a proteína FtsZ pode ser purificada sem 

seu contaminante, levando a um alto grau de pureza de FtsZ. A purificação de FtsZ sem 

CAT pode ser observada na purificação dos mutantes, no próximo intem. 
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3.2.2.3. Purificação dos mutantes de FtsZ 

 Além das proteínas selvagens, foram expressos também quatro mutantes pontuais 

de FtsZ de B. subitilis para titulação com MinC no espectrômetro de RMN. Estes mutantes 

provêm de uma biblioteca de mutantes ao acaso de FtsZ e desta biblioteca foram isolados 

os mutantes que continham algum tipo de resistência à MinC, seja por impedir a interação 

FtsZ/MinC, seja por tornar FtsZ mais estável. [48]. O grupo do pesquisador Frederico G. 

Filho nos cedeu alguns destes para que comparássemos suas interação com MinC em 

relação à com FtsZ selvagem. 

 Estes mutantes possuem alteração de um único resíduo por uma Alanina e foram 

nomeados de acordo com o resíduo mutado. Os resíduos utilizados foram 111, 243, 255, e 

376 (Figura 28).  

 

 

 

Figura 28 – Mutantes de FtsZ. A) Sequência de aminoácidos da FtsZ (ProtParam), 
destacando os aminoácidos que foram mutados por alanina. Número de aminoácidos 
total: 382. Peso Molecular 40394.8. Ponto Isoelétrico 5,01. B) FtsZ (PDB 2AVM) 
destacando os resíduos de aminoácidos de FtsZ. FtsZ 111 possui mutação no aminoácido 
111, FtsZ 243 no 243, FtsZ255 no 255 e o FtsZ 287 possui mutação no resíduo 287, que 
não pode ser representado por não haver densidade eletrônica suficiente nesta região. 
 

 A expressão e purificação dos mutantes se deu da mesma forma que a FtsZ 

selvagem. Os mutantes apresentaram um perfil de filtração em gel muito parecido com o do 

selvagem e por utilizarmos a cepa de E. coli (DE3) C43, não apresentaram contaminação 

com a CAT (Figura 29). 

A) B)
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Figura 29 – Cromatograma da filtração em gel do mutante 255 sem a CAT. O 
cromatograma do mutante é semelhante a de FtsZ selvagem. O gel SDS-PAGE ao lado 
contém o marcador molecular BenchMarker® (MM), amostras referentes aos picos 1 e 2 
(P1 e P2) e amostras referentes ao terceiro pico contendo o mutante de FtsZ 255 sem a 
contaminação da CAT. 

 

 3.2.3. Teste de Estabilidade de MinC a 40°C 

  

Antes de realizarmos a titulação realizamos um teste de estabilidade com a proteína 

MinC, a fim de descartar a possibilidade de que as mudanças no espectro estariam 

ocorrendo graças a instabilidade da amostra e não por causa da interação com FtsZ. Foram 

coletados nove espectros 2D-15NHSQC, cada um durando 23 minutos, e os espectros foram 

sobrepostos. Foram obtidos repetidamente espectros da proteína MinC a 40°C por 207 

minutos a fim de acompanhar sua estabilidade. Estes espectros foram sobrepostos e não 

houve variação entre os picos, sugerindo que a proteína se encontra estável e que após a 

titulação com FtsZ a variação dos picos será exclusivamente devido à interação e não por 

instabilidade da MinC (Figura 30). Nestes espectros não observamos variações nas 

posições dos picos, mostrando que a amostra está estável e que a titulação pode ser feita. 
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Figura 30 – Espectro 15N-HSQC do teste de estabilidade da MinC. Em preto pode-se 
observar o primeiro espectro, onde a proteína permaneceu 23 minutos a 40°C, em roxo, 
sobreposto, temos o espectro do último 15N-HSQC, em que a proteína já havia 
permanecido a 40°C por 207 minutos. 

 

 3.2.4. Titulação de MinC com FtsZ 

  

A proteína MinC foi titulada com FtsZ nas proporções 50:1, 10:1, 5:1, 2,5:1 e 

finalmente, 1:1. Em cada uma destas condições, obtivemos um espectro 15NHSQC. Os 

espectros foram sobrepostos e neles pudemos observar o deslocamento de alguns picos 

sugerindo interação entre estas duas proteínas (Figura de 31 a 36). O deslocamento 

químico de um pico depende do ambiente em que o átomo se encontra e o fato de um 

átomo, interagindo com outro, modificar este ambiente químico. 
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Figura 31 – Espectro 15N-HSQC da titulação de MinC com FtsZ na proporção 50:1. 
Em cor preto observamos os picos correspondentes a proteína MinC marcada com 15N 
sem FtsZ. Sobreposto em vermelho observamos espectro MinC titulada com na 
proporção 50:1. 
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Figura 32 – Espectro 15N-HSQC da titulação de MinC com FtsZ na proporção 10:1. 
Em cor preto observamos os picos correspondentes a proteína MinC marcada com 15N 
sem FtsZ. Sobreposto em azul observamos espectro MinC titulada com na proporção 
10:1. 
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Figura 33 – Espectro 15N-HSQC da titulação de MinC com FtsZ na proporção  5:1. 
Em cor preto observamos os picos correspondentes a proteína MinC marcada com 15N 
sem FtsZ. Sobreposto em amarelo observamos espectro MinC titulada com na proporção 
5:1. 
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Figura 35 – Espectro 15N-HSQC da titulação de MinC com FtsZ na proporção 1:1. Em 
cor preto observamos os picos correspondentes a proteína MinC marcada com 15N sem 
FtsZ. Sobreposto em azul observamos espectro MinC titulada com na proporção 1:1. 

 

 As titulações apresentadas acima confirmam a ocorrência de uma interação fraca 

entre as proteínas FtsZ e MinC. O deslocamento químico de determinados picos (resíduos 

de aminoácidos) de MinC provocados pela titulação com FstZ é indicativo desta interação. 

Pode-se identificar que o deslocamento do pico provém da interação da proteína a ser 

titulada simplesmente pelo fato de que o deslocamento é proporcional ao aumento da 

concentração proteína a ser titulada, ou seja, quanto mais adicionarmos da proteína titulada, 

mais o pico é deslocado, até um momento em que este deixa de mover. A interação é 
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considerada fraca, pois nos picos em que pudemos observar interação, a variação de 

deslocamento químico provocada pela titulação é pequena. 

  Não foi possível identificar quais os resíduos envolvidos nesta interação, pois os 

espectros apresentaram sinais agregados na região central do espectro, impossibilitando a 

análise de cada pico separadamente. Entretanto, alguns picos isolados puderam ser 

analisados, onde conseguimos observar mudanças entre FtsZ mutante e selvagem, 

sugerindo que estes estão envolvidos na alteração entre MinC e as FtsZ e que as mutações 

pontuais podem estar modificando o perfil desta interação (Figura 36).  

 

 
Figura 36 – Sobreposição dos espectros da titulação de MinC (preto) na proporção 
5:1 de FtsZ (magenta), 2,5:1 (azul) e 1:1 (vermelho). Nesta sobreposição observamos 
apenas um pico localizado na região a 116.15 ppm no 15N e 7.9 ppm do 1H. Neste pico, 
particularmente, FtsZ selvagem e o mutante 255 não apresentam mudanças em seus 
deslocamentos químicos durante sua titulação à MinC, diferentemente dos demais 
mutantes, 111, 243 e 287, que apresentaram mudanças. 
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 Para fins investigativos, foi realizada ainda a titulação inversa, em que a proteína 

FtsZ foi marcada com 15N e MinC expressa em LB. O espectro de 15N FtsZ  apresentou 

menos sinais/picos que o número total de seus aminoácidos, indicando que a proteína FtsZ 

está com um tamanho maior que o limite para a técnica 15N-HSQC e ainda maior que o 

tamanho da MinC (Figura 37). 

 
Figura 37 – Espectro de 15N-HSQC de FtsZ. A proteína FtsZ foi marcada com 15N, 
entretanto o agregado de picos na região central não não viabilizou a identifcação de 
picos de interação com MinC (titulação não mostrada). 

 

 Estas análises ainda não são conclusivas, e este perfil aglomerado dos espectros se 

dá provavelmente por as proteínas não se encontrarem em sua forma monomérica. Estudos 

de SAXS ainda não concluídos, realizados por nosso colaborador Dr. Wanius José Garcia 
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da Silva (UFABC), sugerem que MinC está em sua forma tetramérica e FtsZ em sua forma 

dimérica. O estado de agregação destas proteínas foram investigados também por DLS. 

Considerando que estas proteínas não estejam em sua forma monomérica, o tamanho 

esperado para o complexo será além do tamanho limite para a técnica de RMN 15NHSQC. 

Uma solução para este impasse seria expressar a proteína MinC em água deuterada, o que 

aumentaria significativamente o limite de tamanho da técnica. No momento, estamos 

expressando a proteína MinC em água deuterada a fim de testar novos titulações.  

 

 3.2.5. Espectros de Dicroísmo Circular de MinC, FtsZ e mutantes 

 

 A fim de obtermos maiores informações sobre a interação entre FtsZ e MinC, 

realizamos análises de Dicroísmo circular onde os espectros de FtsZ e seus mutantes foram 

comparados entre si. FtsZ selvagem e o mutante 111 apresentaram um perfil muito 

semelhante, típico de proteínas com maior conteúdo de α hélice. Os mutantes de FtsZ 255, 

376 apresentam um maior conteúdo de folhas β, quando comparado com FtsZ selvagem e o 

mutante FtsZ∆C apresenta uma conformação intermediária entre os perfis citados (Figura 

38). 
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Figura 38 – Espectro de CD da proteína FtsZ e mutantes. Foram realizados espectros 
de CD da proteína FtsZ e seus mutantes no espectômetro J-810 (Jasco), com um 
caminho óptico de 1 mm, a 40°C e na concentração de 5 µM. Os espectros mostraram 
diferenças entre os mutantes de FtsZ. A) Espectro de CD de FtsZwt (selvagem) e dos 
mutantes 111, 255, 376 e ∆C (com deleção na região C terminal). B) Espectro de CD de 
FtsZwt e do mutante 111 e C)  Espectro de CD dos mutantes de FtsZ 255, 376 e ∆C. 

 

Foram realizadas ainda análises do desenovelamento térmico das proteínas MinC, 

FtsZ selvagem e mutantes 111, 255, 376 e FtsZ∆C (em que foram deletados 39 

aminoácidos da região C terminal); bem como de cada uma destas FtsZs associadas a 

MinC. Posteriormente cada FtsZ (selvagem e mutante) foi associado a MinC, e o 

desenovelamento térmico destas duas proteínas foi analisado por Dicroísmo Circular. Para 

confirmar a interação entre estas proteínas, foram observadas as TMs (temperatura média 

em que metade do complexo se encontra enovolado e a outra metade desenovelado).  Com 

os dados obtidos, não foi possível confirmar a interação, pois a presença de MinC não teve 

efeito sobre a estabilidade térmica em nenhum dos casos (pois a variação entre as TMs foi 

menor que 5°C). FtsZ111 é menos estável termicamente em relação à selvagem, enquanto 

que FtsZ∆C é termicamente mais estável (Tabela 2).  
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Tabela 2 – Variação da temperatura média de desenovelamento térmico de FtsZ 
selvagem e mutantes com MinC 

Proteína TM (°C) 
TM na presença de 

MinC (°C) 
|∆TM| 

MinC 43,19973 - - 

FTsZ wt* 40,37729 42,34165 1,96 

FtsZ 111 32,91962 34,24732 1,33 

FtsZ 255 40,73696 43,43944 2,70 

FtsZ 376 42,73721 45,08769 2,35 

FtsZ ∆C 48,61548 45,16039 3,46 

* FtsZwt: Selvagem. 

 

Nossos resultados mostraram a interação entre as proteínas MinC e FtsZ. 

Adicionalmente pudemos observar diferenças na estrutura secundária, através de espectros 

de dicroísmo circular, entre a proteína FtsZ selvagem e seus mutantes pontuais.  Novos 

estudos ainda devem ser realizados até a identificação dos resíduos de aminoácidos 

responsáveis pela interação entre FtsZ e MinC. A proteína MinC será deuterada e a 

titulação com FtsZ será observada através do experimento HSQC com pequenas 

modificações na sequência de pulso. A proteína FtsZ será deuterada e titulada com os 

domínios C e N terminal de MinC, separadamente.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Capítulo 4 

 

57 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Capítulo 4 

Metodologia  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Capítulo 4 

 

58 

 

 

 
4. METODOLOGIA 

 

 4.1. Meios de cultura, cepas e clones de E. coli 

 

 Para padronização da expressão das proteínas utilizadas neste trabalho, utilizamos o 

meio de cultura LB (Extrato de levedura 0,5% m/v; Triptona 1% m/v; NaCl 200 mM/L; pH 

7,4 ). Para preparo de placas contendo LB sólido foi adicionado a esta preparação bacto-

ágar 1,5% m/v [64]. O meio de escolha para a marcação isotópica da proteína com 15N e 
13C foi o meio mínimo M9 [63]. Esse meio consiste na adição de uma única fonte de 

carbono e outra única fonte de nitrogênio (Glicose e Cloreto de Amônio, respectivamente). 

A bactéria terá de utilizar estas fontes de C e N na síntese de seus aminoácidos e, 

consequentemente as proteínas expressas apresentarão estes átomos que, quando marcadas 

com os isótopos de spin ½, poderão ser visualizadas nos espectros de RMN. Pode-se ainda, 

quando necessário, acrescentar alguns aditivos/metais a esse meio de cultura para melhorar 

o rendimento da expressão protéica, porém neste trabalho não foi necessário. 

 Para amplificação dos vetores de expressão empregados, utilizamos a cepa de E. 

coli DH5α. As cepas, plasmídeos e antibióticos utilizados estão descritos na Tabela 3. 
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Tabela 3 – Cepas e antibióticos utilizados neste trabalho 

Clones 

(plasmideo + 

inserto) 

Cepas de E. coli 
Antibiótico 

(μg/mL) 

pET28a + p18 

E. coli BL21 (DE3) ΔslyD 50 canamicina   

E. coli BL21 (DE3) ΔslyD Prare 50 canamicina 

E coli (DE3) C41 .  50 canamicina 

pETDuet + 

MP1/p14 *1 
E. coli BL21 (DE3) 50 ampicilina 

pET28a + His-

MP1/p14 *2 
E. coli BL21 (DE3) 50 canamicina 

pET28a + 

MP1/p14-His *2  
E. coli BL21 (DE3) 50 canamicina 

pET24b 

 + MinC *3 
E. coli BL21 (DE3) pRIL 

30 canamicina + 

50 cloranfenicol 

pET28a  

+ FtsZ *3 
E. coli BL21 (DE3) pRIL 

30 canamicina + 

50 cloranfenicol 

Clones obtidos através de colaboração com: *1 Dr. Miroslaw Cygler (Biotechnology 
Research Institute, NRCC, Quebec, Canadá); *2 Dr. Tim Clasen (Reserch Institute of 
Molecular Pathology, IMP, Viena, Áustria) e *3 Dr. Frederico Gueiros Filho (IQ-USP/SP). 

 

Os plasmídeos foram inseridos na bactéria através de transformação por choque 

térmico ou eletroporação. Todos os clones foram estocados em glicerol 60% (v/v) a -80°C. 

 

 4.2. Preparo de células de E. coli competentes 

 

4.2.1. Preparo de E. coli competente para transformação por choque térmico 

Para preparo de células competentes por choque térmico, utilizamos 500 mL de 

inóculo, incubado a 37°C sob agitação de 200 rpm até atingir D.O.600nm = 0,3. Após atingir 

o número de células desejado, levamos o inóculo a um banho de gelo por 5 minutos e 

centrifugamos a 1.600 g a 4°C por 10 minutos. Ressuspendemos o “pellet” de células em 

100 mL de tampão Ca+2/glicerol gelado e descartamos o sobrenadante. Foram realizadas 

etapas de centrifugação e lavagem do “pellet”. As células (“pellet”) foram ressuspensas em 
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12 mL de Ca+2/glicerol gelado, distribuídas em tubos de micro centrífugas e armazenados 

em freezer biológico (-80°C). Modificado de [64]. 

  

4.2.2. Preparo de E. coli eletrocompetente 

Para preparo de células de E. coli eletrocompetentes, foi utilizado um pré inóculo de 

100 mL, incubado a 37°C por 16 h sob agitação de 200 rpm. Diluímos então este pré 

inóculo em 1 L de meio fresco pré-aquecido, que foi incubado novamente a 37°C, 200 rpm 

até atingir D.O.600nm = 1,0 a 1,2. As células foram coletadas através de uma centrifugação a 

1360 g por 20 minutos a 4°C. Após etapas de lavagens, o sobrenadante foi descartado e 

ressuspendemos as células em 3 mL de glicerol 20% gelado e alíquotamos 40 μL por tubo e 

micro centrífuga (0,6 mL) e congelamos em freezer biológico (-80°C). Modificado de [64]. 

 

 4.3. Transformação de E.coli 

 

4.3.3.1. Transformação de E.coli por choque térmico 

Após descongelar uma alíquota de E. coli competente em banho de gelo, 

adicionamos aproximadamente 200 ng do DNA plasmidial. Após 30 minutos de banho de 

gelo, a amostra foi colocada em um banho térmico a 42°C por 2 minutos. Após o choque 

térmico, adicionamos1 mL de meio LB e incubamos por 1 hora a 37°C, para que o 

plasmídeo entre na célula e a bactéria o replique. Foram plaqueados 100 µL da suspensão 

de bactérias em uma placa de LB contendo antibiótico, para seleção clonal. A placa foi 

incubada a 37°C por 16 horas. Modificado de [64]. 

 

4.3.2. Eletroporação de E.coli  

 Descongelamos as alíquotas de células competentes em gelo, adicionamos o 

plasmídeo e transferimos as células para uma cubeta de eletroporação (0,1 cm). 

Submetemos as células a um pulso elétrico nas seguintes condições: 1,7 kV, 200 W e 25 

μF. Imediatamente após o pulso, adicionamos 1 mL de meio LB na cubeta para remover as 

células e as transferimos para um tubo estéril. Após incubação a 37°C por 1 hora, sob 

agitação, plaqueamos as células em meio seletivo e incubamos a 37°C, 200 rpm por 16 h, 

para obtenção de colônias. Modificado de [64]. 
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 4.4. Estratégias de clonagem gênica 

 

4.4.1. Clonagem da p18  

 O cDNA da p18 foi clonado no vetor pGEM T (Promega) e a partir deste clone foi 

realizada uma subclonagem no vetor de expressão pET28a (Novagen). A proteína p18 está 

localizada no cromossomo 11, ORF 59 de mamíferos. Para desenho dos oligonucleotídeos 

utilizados nesta clonagem, obtivemos a sequência da proteína no site do NCBI (National 

Center for Biotechnology Information – http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) e acrescentamos às 

suas extremidades, sequências específicas para as enzimas de restrição NdeI e XhoI 

(Tabela 4). A reação de PCR foi realizada a partir da biblioteca de cérebro fetal humana 

clontech. Foi realizado um ciclo de desnaturação inicial de 5 minutos a 95ºC seguido de 

trinta ciclos de desnaturação a 95ºC por dois minutos, anelamento a 55ºC por dois minutos 

e extensão a 72ºC por um minuto. Ao final, foi feita uma extensão de 7 minutos a 72ºC. Foi 

usada a enzima Taq Platinum (Invitrogen). O produto de PCR foi purificado e à sua 

extremidade A (inseridas pela enzima TAQ Platinum), foi ligado à extremidade T do vetor 

pGEM T (Promega) através de uma reação de ligação com a enzima T4 DNA ligase e seu 

tampão, com incubação em um banho a 16°C por 16 h. O plasmídeo resultante da ligação 

foi transformado em células de E. coli DH5α e a clonagem foi confirmada por 

sequenciamento. O inserto foi retirado do pGEM (Promega) através da digestão com as 

enzimas NdeI e XhoI e subclonado no vetor  pET28a (Novagen). A confirmação desta 

subclonagem foi realizada através da digestão do novo clone com as mesmas enzimas da 

clonagem, NdeI e XhoI.  

 

Tabela 4. Desenho dos oligonucleotídeos utilizados na estratégia de clonagem do cDNA 
da proteína p18 no vetor pET28a. 

Oligonucleotídeo Enzima de Restrição Sequência utilizada 

Forward NdeI CccatATGGGGTGCTGCTACAGCAG 

Reverso XhoI ccctcgagttaTGGGATCCCAAACTGTACAACCAG 
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4.4.2. Clones obtidos por colaboradores 

 O grupo do pesquisador Dr. Tim Clausen (Reserch Institute of Molecular 

Pathology, IMP, Viena, Áustria) nos enviou clones para a co-expressão das proteínas 

MP1/p14. O clone 688 possui ambas as proteínas contidas no vetor pET28a (Novagen), 

sendo que apenas MP1 possui cauda de Histidina, enquanto que no clone 689, apenas p14 

possui cauda de Histidina. O grupo do pesquisador Dr. Miroslawler (Biotechnology 

Research Institute, NRCC, Quebec, Canada.) nos forneceu um clone de MP1/p14 no vetor 

bicistrônico pETDuet-1 (Novagen), onde ambas as proteínas contêm caudas de Histidina. 

Os clones contendo FtsZ e MinC foram obtidos através de uma colaboração com 

prof. Frederico J. Gueiros Filho, da Universidade de São Paulo – SP (Processo FAPESP 

2010/51866-0 Smolbnet 2.0). A sequência referente à MinC foi inserida no vetor pET24a 

(Novagen) e a referente a FtsZ no vetor pET28a (Novagen), assim como seus mutantes. 

 

 4.5. Eletroforese em gel de agarose  

 

Preparou-se um gel de agarose 0,8% com 40 μL de Brometo de Etídeo para cada 

100 mL do tampão TAE. As amostras são aplicadas em conjunto com o tampão de amostra 

(loading buffer) e submetidas a uma voltagem de 80 volts pelo tempo necessário para que 

as bandas fiquem separadas. Modificado de [64]. 

  

 4.6. Expressão de proteínas recombinantes em E.coli. 

  

4.6.1. Expressão do clone de p18 em pET28a 

Foi realizado um teste de expressão da proteína p18 em diversas cepas de E. coli 

(Tabela 3). O pré inóculo foi preparado em meio LB, acrescido de canamicina (50 µg/mL) 

e incubado a 37°C por 16h a 200 rpm. No dia seguinte, acrescentou-se 60 mL do pré 

inóculo a 2 L de meio LB e com as mesmas concentrações de canamicina. As células 

cresceram a 37°C e 200 rpm até uma D.O.600 próxima de 1, onde foi adicionado 0,5 mM de 

IPTG e as diferentes células foram incubadas nas condições citadas na Tabela 5.  

 

 



Capítulo 4 

 

63 

 

 
Tabela 5 – Condições de expressão testadas para o clona da p18 (p18 + pET28a ) 

Cepa de E. coli Temperatura de indução (°C) Tempo de indução (h) 

BL21 (DE3) ΔSlyD* 25, 30 e 37* 4 e 16* 

BL21 (DE3) ∆SlyD pRARE 25, 30 e 37 4 e 16 

BL21 (DE3) C41 18 12 

* Condição de escolha para todas as expressões seguintes. 
  

As células foram coletadas a 4630 g por 20 minutos 4°C. O “pellet” de células foi 

ressuspenso em 10 mL de tampão A (50 mM de tampão fosfato de sódio pH 7,2, 100 mM 

de NaCl, 5% glicerol) acrescido de 0,1 ug/ml de lisozima e 1 mM PMSF, e a suspensão de 

células foi incubada em gelo por 30 minutos, para ação da lisozima. Após incubação, a 

amostra foi submetida à sonicação (sonicador Sonics
®

) em seis ciclos de pulsos de 15 

segundos com 30% de amplitude. Em seguida, a amostra foi submetida à centrifugação a 

21700 g por 10 minutos 4°C. O sobrenadante foi reservado e a fração insolúvel (pellet) foi 

resuspenso em tampão A acrescido de 2% do detergente Triton-X 100, sendo esta 

preparação novamente sonicada (em três ciclos de pulsos de 15 segundos com 30% de 

amplitude) e centrifugada. Este ciclo de sonicação/centrifugação se repetiu por mais duas 

vezes até a obtenção da última fração insolúvel (fração correspondente aos corpos de 

inclusão). 

Os procedimentos realizados neste trabalho utilizaram a proteína p18 preparada a 

partir da expressão na cepa de E. coli (DE3) ∆SlyD, sob uma indução com 0,5 mM de 

IPTG a 37°C, sob agitação de 200 rpm por 16h. 

 

4.6.2. Diálise e purificação da p18 

Os corpos de inclusão referentes a 500 mL de indução de p18 em LB foram 

ressuspensos em 100 mL de tampão contendo 8 M de uréia, 50 mM de Tris-HCl pH 8,8, 50 

mM de NaCl e outros aditivos, como mostrado na Tabela 6. Esta solução foi colocada em 

uma membrana de diálise SPECTRA/POR 3® de poros de 3,5 kDa.  A membrana foi 

adicionada a um béquer de 5 L que continha 2 L de tampão (Tris-HCl pH 8,8, 6M de uréia 

e aditivos). Os tampões foram testados separadamente, variando a concentração do tampão 

e dos aditivos, como mostrado na Tabela 6. A diálise ocorreu a 4°C (em uma câmara fria), 

sob agitação constante e, após intervalos que variaram entre 4 e 16 h, 1 L de tampão era 
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trocado por um novo tampão, desta vez contendo todos os componentes do tampão inicial 

exceto a uréia. Desta forma a uréia foi gradativamente diluída, e a proteína reenovelada. 

Neste protocolo, toda a uréia foi retirada. 

 

Tabela 6 – Condições de tampão variadas na diálise da p18 a 4°C 

Condição 
Tampão de ressuspensão do 

“pellet” 
 

Tampão utilizado na primeira 

etapa da diálise 

 

1 
Uréia 8 M, 50 mM e Tris-HCl pH 

8,8 
 

Uréia 6 M, 50 mM e Tris-HCl pH 

8,8 

 

2 
Uréia 8M, 50 mM Tris-HCl pH 8,8 e 

50 mM NaCl 
 

Uréia 6 M, 50 mM Tris-HCl pH 

8,8 e 50 mM NaCl 

3 
Uréia 8 M, 50 mM Tris-HCl pH 8,8 

e 150 mM NaCl 
 

Uréia 6 M, 50 mM Tris-HCl pH 

8,8 e 150 mM NaCl 

4 
Uréia 8 M, 50 mM Tris-HCl pH 8,8 

e 0,1 M βME 
 

Uréia 6 M, 50 mM Tris-HCl pH 

8,8 e 0,1 M βME 

5 

Uréia 8 M, 50mM Tris-HCl pH 8,8, 

150 mM NaCl, 5 mM β ME, 0,1% 

Tween 20 e 5% glycerol 

 

Uréia 6 M, 50 mM Tris-HCl pH 

8,8, 150 mM NaCl, 5 mM β ME, 

0,1% Tween 20 e 5% glycerol 

6 
Uréia 8 M, 50 mM Tris-HCl pH 8,8, 

50 mM Arg/Glu e 150 mM NaCl 
 

Uréia 6 M, 50 mM Tris-HCl pH 

8,8, 50 mM Arg/Glu e 150 mM 

NaCl 

7* 
Uréia 8 M, 50 mM Tris-HCl pH 8,8,  

50 mM NaCl e 0,5 mM TCEP 
 

Uréia 6 M, 50 mM Tris-HCl pH 

8,8,  50 mM NaCl e 0,5 mM TCEP 

 

* Condição em que foi adicionado o complexo MP1/p14 na etapa da diálise onde o 
tampão estava com 1 M de uréia. Foram realizadas 11 trocas de metade do volume do 
tampão de forma que o tampão e todos os aditivos, exceto a uréia, foram mantidos.  As 
concentrações de uréia diminuíram gradativamente e mais duas trocas foram realizadas 
onde todo o tampão (os 2 L contidos no bécquer) foi trocado. 

 

A condição 7 da Tabela 6 foi utilizada para a diálise de p18 com adição de 

MP1/p14. Como citado acima, após sucessivas trocas de tampão as concentrações de uréia 

foram gradativamente sendo diminuídas e, na etapa em que a concentração de uréia fosse 1 

M, foi adicionado um excesso de MP1/p14 junto à membrana de diálise que continha a p18. 
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O produto de cada uma das diálises foi purificado por afinidade (coluna Histrap FF 

de 5 mL – GE Healthcare). Para isso utilizou-se um tampão de carregamento da amostra 

contendo 20 mM de Tris-HCl pH 6,5, 100 mM de NaCl e 0,5 mM de TCEP além de um 

tampão de eluição igual ao tampão de carregamento da amostra, acrescido de 1 mM de 

imidazol. A corrida foi realizada em um AKTA® FPLCTM, em um fluxo de 1 mL/min, 

utilizando 10  volumes de coluna para uma eluição com um único passo, em um gradiente 

linear de zero a 100% de tampão de eluição. 

As amostras contendo MP1/p14 e p18 foram concentradas em filtros ultra 

concentradores para centrífuga com poros de 10 kDa (Amicon-Millipore®). Estas amostras 

foram utilizadas para realização de cross-linking ou aplicadas à cromatografia de exclusão 

por tamanho molecular. 

A cromatografia de exclusão por tamanho molecular também foi realizada em um 

AKTA® FPLCTM, com um fluxo de 1 mL/min, utilizando de 1 a 1.5 volume de coluna para 

uma eluição sob o tampão 20 mM de Tris-HCl pH 6,5, 100 mM de NaCl. A coluna 

utilizada foi a Superdex 200 16/60 (GE Healthcare®). 

O mesmo protocolo de purificação foi realizado para a p18 oriunda das diálises nos 

tampões de 1 a 6 da Tabela 6, onde não foram adicionadas MP1/p14. 

 

4.6.3. Expressão e purificação dos clones de MP1/p14 

O clone de MP1/14 + pETDuet-1 foi transformado em células de Escherichia coli 

BL21(DE3). Uma colônia foi acrescentada a 60 mL de LB contendo 50 µg/mL de 

canamicina. Estas células foram crescidas com a 37°C e 200 rpm por 16h. O pré inóculo foi 

adicionado a 2 L de LB e incubado a 37°C e 200 rpm até uma D.O.600 0.6, quando as 

células foram induzidas a expressar as proteínas com 1 mM IPTG, a 20°C e 200 rpm por 

16h [31]. Em seguida, coletamos a indução centrifugando-a a 4°C, 4630 g por 20 minutos. 

Os clones de MP1/p14 688 e 689 foram expressos em células de E. coli (DE3) 

∆SlyD. O pré inóculo foi preparado em meio LB, acrescido de antibiótico (Tabela 7) e 

incubado a 37°C e 200 rpm por 16h. No dia seguinte, acrescentou-se 60 mL do pré inóculo 

a 2 L de meio LB e com as mesmas concentrações de antibiótico. As células cresceram a 

37°C e 200 rpm até uma D.O.600 próxima de 1, quando foi adicionado 0,5 mM de IPTG e 

incubadas a 37°C a 200 rpm por 16h [30]. 
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Os clones 688 e 689 foram expressos separadamente, enquanto que o clone 

MP1/p14 + pETDuet-1 foi utilizado na tentativa de co-expressão com p18. 

 Após indução, o inóculo foi centrifugado (4630 g, 20 min, 4ºC) e as células foram 

resussuspensas em 20 mM de tampão fosfato pH 6,5, 20 mM de NaCl, 1 µM de PMSF e 

lisozima em concentração final de 100 μg/ml. Os extratos foram sonicados em sonicador 

Sonics® com seis ciclos de pulsos de 15 segundos com 30% de amplitude. Após sonicação, 

a amostra foi centrifugada a 21700 g por 20 minutos a 4ºC. O sobrenadante obtido 

corresponde ao lisado de células que foi posteriormente purificado. 

 

Tabela 7 – Clones utilizados na expressão dos clones de MP1/p14 

Laboratório Responsável 

pela elaboração do Clone 
Clone Cauda de Histidina 

Antibiótico utilizado 

(50 µg/mL) 

Miroslaw Cygler MP1/p14 + pETDuet MP1 e p14 Ampicilina 

Tim Clausen 
His-MP1/p14 + pET28a (688) MP1 

Canamicina 
MP1/p14-His + pET28a (689) P14 

 

 

Ambos os clones de MP1/p14 foram purificados da mesma forma que a proteína 

p18. O método de captura escolhido foi a afinidade (coluna His Trap FF de 5 mL – GE 

Healthcare®). O tampão de carregamento da amostra continha 20 mM de Tris-HCl pH 6,5 e 

100 mM de NaCl  ̧assim como o tampão de eluição, porém acrescido de 1 mM de imidazol. 

A corrida foi realizada em um AKTA® FPLCTM, em um fluxo de 1 mL/min, utilizando 10 

volumes de coluna para uma eluição com um único passo, em um gradiente linear de zero a 

100% de tampão de eluição. 

As amostras contendo MP1/p14 foram concentradas em filtros ultra concentradores 

para centrífuga com poros de 10 kDa (Amicon-Millipore®). Estas amostras foram aplicadas 

à cromatografia de exclusão molecular. 

A cromatografia de exclusão por tamanho molecular também foi realizada em um 

AKTA® FPLCTM, com um fluxo de 1 mL/min, utilizando de 1 a 1.5 volume de coluna para 

uma eluição sob o tampão 20 mM de Tris-HCl pH 6,5 e 100 mM de NaCl. A coluna 

utilizada foi a Superdex 200 16/60 (GE Healthcare®). 
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As amostras contendo MP1/p14 foram novamente concentradas em filtros ultra 

concentradores para centrífuga com poros de 10 kDa (Amicon-Millipore®) e utilizadas em 

ensaios biofísicos ou acrescidas na diálise da p18 para formação do complexo Ragulator. 

 

4.6.4. Expressão e purificação das proteínas FtsZ e MinC 

 FtsZ e MinC foram expressas em células de E. coli (DE3) pRIL. A expressão destas 

proteínas de Bacillus subtillis foi realizada em meio LB acrescido de canamicina em uma 

concentração final de 30 µg/mL e cloranfenicol (50 µg/mL). Foram utilizadas as 

construções plasmidiais referidas na Tabela 8, conferindo as estas proteínas a presença de 

uma cauda de Histidina. O pré inóculo foi incubado a 37°C, 200 rpm por 16h. O inóculo 

contendo 3% de pré inóculo e a mesma concentração de antibióticos citada acima foi 

incubado a 37°C, sob uma agitação se 200 rpm e induzidas em uma D.O.600 próxima a 1 

com 1 mM de IPTG. A indução foi incubada a 37°C, 200 rpm por 4h. 

 Os mutantes de FtsZ seguiram o mesmo protocolo de expressão e purificação que a 

proteína selvagem 

 

Tabela 8 – Clones utilizados na expressão de FtsZ e MinC 

Clone Vetor 
Cepa de E. coli 

utilizada 

Antibiótico utilizado 

(µg/mL) 

MinC   pET24a E. coli (DE3)-RIL 30 Kan + 50 Cl 

FtsZ selvagem e mutantes pET28a 
E. coli (DE3)-RIL 30 Kan + 50 Cl 

E. coli (DE3)-C43 30 Kan 

Kan = Canamicina e Cl = Cloranfenicol   

 

Ao termino da indução, as células foram coletadas por centrifugação a 4630 g por 

20 minutos a 4°C. O “pellet” de células foi ressuspenso em um tampão contendo 50 mM de 

tampão fosfato de sódio pH 6,5, 50 mM de KCl, 50 mM de Arginina, 50 mM de ácido 

glutâmico, 1 mM de EDTA, 5% de glicerol, 1 μM de PMSF e 100 μg/mL de lisozima. A 

amostra foi levada por 5 minutos a um banho térmico a 37°C, para melhor atuação 

enzimática. Em seguida, a amostra permaneceu por 15 minutos em um banho de gelo e 

posteriormente as células foram lisadas em um sonicador Sonics® em três ciclos de pulsos 
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de 30 segundos com 35% de amplitude. A amostra foi então submetida a uma centrifugação 

a 21700 g, 4°C por 45 minutos e a fração solúvel (contendo a proteína) foi submetida à 

purificação. 

 

4.6.4.1. Purificação da MinC 

O método de captura escolhido foi a afinidade (coluna Histrap FF de 5 mL – GE 

Healthcare®). O tampão de carregamento da amostra continha 50 mM de tampão fosfato de 

sódio pH 6,5, 50 mM de KCl, 50 mM de Arginina, 50 mM de ácido glutâmico, 1 mM de 

EDTA e 5% de glicerol, assim como o tampão de eluição, porém acrescido de 1 mM de 

imidazol. A corrida foi realizada em um AKTA® FPLCTM, em um fluxo de 1 mL/min, 

utilizando 10 volumes de coluna para uma eluição com um único passo, em um gradiente 

linear de zero a 100% de tampão de eluição. 

As amostras contendo MinC foram concentradas em filtros ultra concentradores 

para centrífuga com poros de 10 kDa (Amicon-Millipore®). Estas amostras foram aplicadas 

à cromatografia de exclusão molecular. 

A cromatografia de exclusão por tamanho molecular também foi realizada em um 

AKTA® FPLCTM, com um fluxo de 1 mL/min, utilizando de 1 a 1.5 volume de coluna para 

uma eluição sob o tampão 50 mM de tampão fosfato de sódio pH 6,5, 50 mM de KCl, 50 

mM de Arginina, 50 mM de ácido glutâmico, 1 mM de EDTA e 5% de glicerol. A coluna 

utilizada foi a Superdex 200 16/60 (GE Healthcare®). 

As amostras contendo MinC foram novamente concentradas em filtros ultra 

concentradores para centrífuga com poros de 10 kDa (Amicon-Millipore®) e utilizadas em 

ensaios biofísicos ou espectroscópicos. 

 

4.6.3.1. Purificação da FtsZ e mutantes 

FtsZ foi purificada por precipitação com sulfato de amônio e este foi retirado 

através de uma coluna do tipo PD-10 (Sephadex G25 – GE Healthcare®). À proteína eluida, 

foi adicionado Ca+2 20 mM e GTP 1mM, seguido de incubação a 37ºC por 5 minutos, 

polimerizando-a e permitindo a seleção de proteínas ativas. A amostra foi centrifugada e o 

precipitado foi ressuspenso em 3mL de tampão fosfato 50 mM pH 6,5, 50 mM, KCl 50 mM 

de Arginina, 50 mM de ácido glutâmico, 1 mM de EDTA e 5% de glicerol e submetido a 
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filtração em gel. As frações foram posteriormente analisadas por gel de poliacrilamida 

(SDS-PAGE colorido com coomassie blue) para confirmação.  

Em alguns experimentos incubamos a amostra com GDP e magnésio e 

posteriormente utilizamos EDTA, favorecendo assim a forma monomérica de FtsZ. 

 A cromatografia de exclusão por tamanho molecular, ou simplesmente filtração em 

gel, também foi realizada no AKTA® FPLCTM – GE Healthcare®
, e os dados foram 

analisados no UNICORE 5.2. A coluna utilizada foi a Superdex Hiload 200 16/60 (GE 

Healthcare). Em geral, as corridas ocorreram sob um fluxo de 1 mL/minuto por 180 mL 

(1,5 volume de coluna). 

As amostras contendo FstZ foram concentradas em filtros ultra concentradores para 

centrífuga com poros de 10 kDa (Amicon-Millipore®) e utilizadas em ensaios biofísicos ou 

espectroscópicos. 

 

4.6.5. Expressão e purificação de proteínas FtsZ e MinC em meio mínimo M9 

 A forma como estas proteínas foram expressas em meio mínimo M9 [63] possui 

algumas diferenças em relação à expressão em LB. O inóculo, mas não o pré inóculo, foi 

realizado em meio mínimo M9 [63] ao invés de LB. Para evitar contaminação do M9 [63] 

com LB, centrifugamos o pré inóculo em tubos estéreis, a 37°C, 4630 g por 20 minutos, 

descartamos o sobrenadante em ambiente estéril e ressuspendemos o “pellet” de células em 

meio mínimo. 

 As condições de indução também foram ligeiramente alteradas, as proteínas foram 

expressas a 25°C a 200 rpm por 16 h. 

 

4.7. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). 

 

As amostras protéicas foram misturadas a um tampão de amostra 2X [64], fervidas a 

96°C por 5 minutos e aplicadas a um gel de acrilamida SDS-PAGE. Realizamos a 

eletroforese entre 100 V e 200 V, o coramos com coomassie blue por 30 minutos à 

temperatura ambiente e em seguida descoramos com uma solução contendo 30% de 

metanol e 10% de ácido acético.  
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4.8. Estudos Biofísicos 

 Os ensaios biofísicos foram realizados no Laboratório de Espectrometria e 

Calorimetria do LNBio. 

 

 4.8.1. Espalhamento de Luz Dinâmico – DLS 

 

 O raio hidrodinâmico da proteína p18 renaturada na condição de tampão 6 (Tabela 

6) foi medido utilizando o instrumento DynaPro
TM

 Plate Reader
TM

, da Wyatt sob um 

ângulo de 90°, a 824.2 nm com laser de 100% de intensidade, onde foram coletadas 10 

aquisições de 5 segundos para cada amostra. Neste experimento, testamos as diferentes 

temperaturas 20°C, 25°C, 37°C, repetindo a medida de 25°C ao final para avaliar se houve 

alguma alteração na amostra após a medida a 37°C. As análises foram feitas no programa 

DYNAMICS™ - Versão 6.12.0.3. 

 A triagem foi realizada em 96 condições diferentes, onde se combinaram aditivos (5 

mM β-ME, 1 mM DTT,  20% Glicerol, % Tween 20, 0,1% Igepal, 50 mM Arginina/ Ácido 

Glutâmico e NaCl nas concentrações  50 mM, 150 mM, 200 mM, 250 mM, 300 mM, 400 

mM e 500 mM) e tampões a 100 mM com diferentes pHs ( 5,5 Tampão citrato; 6,0 Tampão 

Fosfato; 6,5 Tampão ADA; 7,0 Tampão Fosfato; 7,5 Tampão Hepes; 8,0 Tampão Imidazol; 

8,5 Tampão Tris-HCl e 9,0 Tampão Ches). 

 

 4.8.2. Dicroísmo Circular – CD 

 

Esta técnica permite análise da estrutura secundária de proteínas em solução e é 

amplamente usada para validação de aspectos conformacionais. Os ensaios foram 

realizados em um equipamento J-810 (JASCO) acoplado a um sistema interno de controle 

de temperatura (Peltier Type Control System PFD 425S – JASCO) e as medidas foram 

realizadas a temperatura constante de 20°C. O programa utilizado para registro de dados foi 

o Spectra Manager
® (JASCO). Os dados foram coletados na faixa de 195 a 260 nm (em 

alguns espectros esta faixa se estreitou a fim de que a voltagem ficasse abaixo de 700 volts) 

e a cubeta de quartzo utilizada possuia 1 mm de caminho óptico. 
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As proteinas foram analisadas com a finalidade de investigação de suas estruturas 

secundárias. Foram ainda realizadas desnaturações térmicas de 10°C a 90°C, sendo 

coletadas 5 aquisições a cada 5°C. As desnaturações térmicas ocorreram tanto com as 

proteínas sozinhas, quanto adicionadas a sua parceira. No caso de p18 e MP1/p14 foi 

realizado espectro de ambas sozinhas e das mesmas juntas. No caso de FtsZ e MinC foram 

realizadas medidas de cada uma delas (incluindo os mutantes) e de MinC adicionada 

separadamente a FtsZ selvagem e mutantes. 

 

4.9. Microscopia Eletrônica 

 

As análises microscópicas foram realizadas no Laboratório Nacional de 

Nanotecnologia – LNNano/CNPEM, no Microscópio Eletrônico de Transmissão TEM -

FEG (JEM 2100F), com colaboração dos pesquisadores Dr. Rodrigo Villares Portugal e Dr. 

Jefferson Bettini. A amostra da p18 foi dialisada com e tratada com acetato de uranila, um 

material pesado utilizado como contraste ou “coloração negativa”, o que permite uma 

acentuação apreciável do contraste entre a solução e a proteína. 

 Em uma primeira análise foi utilizada apenas uma amostra de p18, que foi dialisada 

no tampão 5 (Tabela 6) e se encontrava com 50 mM Tris-HCl pH 8,8, 150 mM NaCl, 5 

mM β ME, 0,1% Tween 20 e 5% glicerol. 

 Foi realizada uma nova análise de microscopia eletrônica da p18 renaturada, desta 

vez com o tampão 2 (Tabela 6). Foram retiradas alíquotas em todas as etapas da diálise, 

tanto da amostra, quanto do tampão presente no béquer. As amostras foram observadas na 

microscopia eletrônica a fim de se investigar o grau de agregação da p18. 

 

4.10. Espectros de RMN 

 

Os experimentos de RMN foram realizados no espectrômetro de 600 MHz no 

laboratório de RMN do LNBio. 

Os dados foram coletados no espectrômetro de RMN de 600 MHz com sonda 

criogênica, e analisados com os programas NMRDraw (NMRPipe) e NMRview. Foram 

realizados experimentos do tipo 1D e 2D (15N-HSQC) [65]. O experimento de prótons de 
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Hidrogênio 1D foi realizado afim de verificar se a proteína se encontrava estruturada e 

experimento 2D (15N-HSQC) [65] foi realizado para identificar interações entre proteínas. 

Para isso, uma proteína era marcada com 15N e a outra proteína, expressa em LB, era 

titulada em diferentes proporções. Os sinais NH da cadeia principal de proteína marcada 

que apresentaram mudanças em seu deslocamento químico durante a titulação com a 

proteína ligante foram responsáveis pela confirmação da interação entre as proteínas. Estes 

sinais correspondem aos aminoácidos da proteína marcada que interagiram com a proteína 

expressa em LB. 

 

4.11. Cross-linking do Ragulator 

 

A amostra proveniente da diálise sob a condição 7 da Tabela 6, contendo MP1/p14 

e p18, foi submetida a cromatografia de afinidade a Ni. Uma das frações, ao invés de ser 

aplicada a filtração em gel, foi submetida a uma reação de Cross-linking. 

O experimento de Cross-linking foi realizado adicioando-se o cros-linker  suberato 

de N-N′-disuccinimidila (DSS) dissolvido em dimetil formamida (1 mg/mL) às proteínas 

do complexo Ragulator em uma razão equimolar. A durante 4 h a reação ficou sob 

agitação, sendo realizada uma reação a temperatura ambiente e outra a 4 h. 

Decorrido este tempo, a reação foi finalizada com tampão de corrida e submetida a 

uma análise em gel SDS-PAGE corado com Comassie Blue.  
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5. CONCLUSÕES 

 

 O complexo Ragulator 

 

Para solubilização da proteína p18, foi necessária a padronização de uma diálise 

onde a concentração de uréia foi gradativamente retirada. Diversas diálises da p18 sozinha 

foram testadas e ela só pode ser obtida solúvel na forma de grandes agregados, exceto em 

uma única condição onde foi obtida uma quantidade mínima de p18 que supomos ser 

monomérica por se ligar à coluna de Ní, entretanto esta condição ainda necessita ser 

confirmada. A adição de seus parceiros, MP1/p14 possibilitou a obtenção de um maior 

rendimento da proteína p18 na suposta condição monomérica. 

O fato de p18 apresentar predição estrutural de ser intrinsecamente desordenada 

pode teoricamente estar diminuindo a estabilidade desta proteína, por ser um alvo mais 

frequente de proteases. A grande instabilidade desta proteína dificultou estudos biofísicos e 

estruturais. 

A presença de duas Cisteínas na proteína p18 pode auxiliar a formação de 

agregados protéicos por pontes de dissulfeto. A adição do agente redutor TCEP à diálise e 

aos tampões de purificação auxiliou a evitar a formação destes agregados. 

A co-expressão da p18 com MP1/p14 (pETDuet) foi realizada pela aluna de 

iniciação científica Débora Camilotti. Com esta co-expressão esperávamos obter a p18 

solúvel ligada aos seus parceiros MP1/p14, entretanto apenas MP1/p14 foi encontrada na 

fração solúvel (dados não mostrados). 

Os agregados formados pela p18 foram caracterizados por espalhamento de luz 

dinâmico e microscopia eletrônica, e esta caracterização foi crucial para aumentar o 

rendimento da produção p18 em sua possível forma monomérica através de diálise. A 

proteína p18 agregada é incapaz de se ligar a seus parceiros MP1/p14 e a caracterização do 

agregado nos permitiu encontrar um ponto em que a p18 não se encontrava na forma de 

fibras em uma concentração de uréia mínima, a fim de manter as proteínas MP1/p14 

complexadas. 

Os resultados obtidos por CD sugerem uma variação no perfil de estrutura 

secundária entre a proteína p18 em sua forma supostamente “monomérica” e em sua forma 
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agregeda. A p18 supostamente “monomérica” renaturada com e sem MP1/p14 apresentam 

espectros de CD semelhantes. O espectro de CD contendo p18 agregada, somada a 

MP1/p14 não sugere interação entre estas proteínas. 

O complexo Ragulator apresenta um alto grau de dissociação [35] o que dificulta 

sua caracterização por RMN. A fim de aumentar a estabilidade do complexo foi realizado 

um cross-linking, onde foram formadas ligações covalentes entre as aminas primárias livres 

das cadeias laterais das proteínas próximas. Em um gel SDS-PAGE pode ser observado que 

apenas o heterodímero MP1/p14 foi estabilizado. Se as ligações covalentes tivessem sido 

formadas entre as três proteínas do Ragulator, o cross-linking seria analisado por 

espectrometria de Massas, onde seria possível caracterizar a região das proteínas onde 

ocorre a interação. 

 

 A proteína FtsZ e sua moduladora MinC 

 

Foi realizada a padronização da expressão e purificação destas proteínas em meio 

mínimo M9, onde foi possível marcá-las com 15N. 

Estudos de SAXS realizados por nosso colaborador Dr. Wanius José Garcia da 

Silva (UFABC), não apresentados neste trabalho, sugerem que a proteína MinC se encontra 

tetramérica e FtsZ dimérica. Nesta conformação o complexo apreentaria um peso molecular 

de aproximadamente 160 kDa, ou seja, muito além do limite possível para análise detalhada 

de cada um dos resíduos de aminoácidos da proteína por RMN. 

Foi possível observar, por Dicroísmo Circular, diferenças entre as estruturas 

secundárias de FtsZ selvagem e seus mutantes pontuais, que foram divididos em três perfis 

de espectro, onde FtsZ e o mutante 111 apresentaram um perfil muito semelhante, típico de 

proteínas com maior conteúdo de α hélice. Os mutantes de FtsZ 255, 376 apresentam um 

maior conteúdo de folhas β quando comparado com FtsZ selvagem, e o mutante FtsZ∆C 

apresenta uma conformação intermediária entre os demais perfis. O desenovelamento 

térmico analisado por Dicroísmo Circular não confirmou a interação entre MinC e FtsZ 

Selvagem, FtsZ 111, FtsZ  255, FtsZ  376 e FtsZ ∆C. 

A mudança de alguns picos (resíduos de aminoácidos) no espectro 15N-HSQC da 

proteína MinC, quando titulada por FtsZ, confirmou uma interação, ainda que fraca, entre 
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estas proteínas. A identificação precisa dos picos/resíduos de aminoácidos envolvidos nesta 

interação foi impossibilitada, devido à aglomeração de picos centrais que prejudicaram a 

interpretação do espectro. Estes agregados se formaram devido ao alto peso molecular do 

complexo. 

 

6. PERSPECTIVAS 

 

 O complexo Ragulator 

 

A região de interação entre p18 e MP1/p14 ainda não é conhecida detalhadamente. 

A construção do clone de p18 utilizado neste trabalho deu origem à proteína p18 inteira, 

entretanto instável com tendência a formar agregados. A co-expressão deste clone com 

MP1/p14 não apresentou uma melhora significativa a este quadro. Entretanto em um artigo 

publicado recentemente pelo pesquisador Dr. Miroslaw Cygler, foi possível obter as três 

proteínas solúveis e complexadas através de uma construção em que as regiões N e C 

terminal de p18 foram deletadas, preservando apenas os resíduos de aminoácido 47 a 138 

[35]. Este clone foi solicitado e com ele pretendemos realizar experimentos com a intenção 

de mapear, através de cross-linking e Espectrometria de Massas, os resíduos envolvidos na 

interação entre as proteínas do complexo Ragulator. 

 

 A proteína FtsZ e sua moduladora MinC 

 

Após confirmar a interação entre as proteínas de Bacillus subitilis MinC e FtsZ, 

pretendemos mapear os resíduos de aminoácidos envolvidos na interação, o que é crucial 

para o entendimento do papel destas proteínas na divisão celular bacteriana. Para isso será 

realizada a marcação das proteínas FtsZ e MinC, separadamente, com deutério (2H) e esta 

marcação nos possibilitará realizar experimentos HSQC-TROSY, que possivelmente 

melhorará o perfil de sinais agregados no centro do espectro.  

A proteína MinC será dividida em duas metades (C e N terminal) e titulada com 

FtsZ selvagem e mutantes. A diminuição do tamanho da MinC e possivelmente o fato de 
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que apenas uma metade de MinC não polimerize, aumentam significativamente a resolução 

do espectro. 

Adicionalmente serão realizados estudos com os mutantes de FtsZ e alguns 

mutantes de MinC que o grupo do prof. Dr. Frederico Gueiros Filho já está desenvolvendo. 

A reunião de todos estes dados pode nos fornecer informações preciosas sobre o papel de 

MinC e FtsZ na divisão celular.
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