2012

Analise funcional de maltocinases e trealose sintases/maltocinases bifuncionais

Andreia F. N. M. Lamaroso

DEPARTAMENTO DE CIENCIAS DA VIDA

FACULDADE DE CIENCIAS E TECNOLOGIA
UNIVERSIDADE DE COIMBRA

Analise funcional de maltocinases e trealose
sintases/maltocinases bifuncionais

Andreia Filipa Nisa Mendes Lamaroso

2012









DEPARTAMENTO DE CIENCIAS DA VIDA

FACULDADE DE CIENCIAS E TECNOLOGIA
UNIVERSIDADE DE COIMBRA

Analise funcional de maltocinases e trealose
sintases/maltocinases bifuncionais

Dissertacdo apresentada a Universidade de
Coimbra para cumprimento dos requisitos
necessarios a obtencdo do grau de Mestre em
Bioquimica, realizada sob a orientag&o cientifica
do Doutor Nuno Miguel da Silva Empadinhas
(Centro de Neurociéncias e Biologia Celular,
Universidade de Coimbra)

Andreia Filipa Nisa Mendes Lamaroso

2012



Agradecimentos

Os meus agradecimentos:

Ao Doutor Nuno Empadinhas por me ter acolhido no seu grupo, pela
disponibilidade para orientar este trabalho, pelo auxilio e encorajamento e pela partilha

de conhecimentos importantes.

Ao Doutor Vitor Mendes por todo o tempo concedido a ensinar-me, por todos 0s
conhecimentos importantes que me transmitiu e pelo companheirismo. Pelo constante

auxilio, encorajamento e paciéncia, mesmo ap0s a sua ida para Cambridge.

A Doutora Susana Alarico e & Mestre Ana Maranha pelo auxilio, pelos

conhecimentos transmitidos e pelo companheirismo e espirito de entreajuda.

Ao Prof. Doutor Rui Carvalho pela disponibilidade para a identificacdo de um
composto por ressonancia magnética nuclear, ao Doutor Tiago Faria pela
disponibilidade e apoio e ao Vitor Carmona pela clonagem de um dos genes utilizados

neste trabalho.

A Prof. Doutora Teresa Gongalves pelo acesso incondicional ao seu laboratério e

aos membros do seu grupo pelo companheirismo.

A todas as pessoas que tornaram possivel a realizacdo deste trabalho, 0 meu muito

obrigada.



Indice

ADFEVIBLUIAS ...ttt sttt b e b st s e et se b enes 7
RESUIMIO ...ttt s h et b e et e bt s bt e e e sb e st e s e e sbe e b e s b e ese et e sneennesreeanenees 8
ADSTFACT ...ttt eae s 10
(0= T o 11 (U1 0T/ 11 0o [ o T ISR 12
1.1 THEAIOSE ...ttt 13
111 ImportAncia da TrealOSe........ccevieeeciieeeeesieeeese sttt s 13
1.1.2 BioSSINtESE A TIRAIOSE ......cveueiiniriiieieieie ettt 13
1.1.3 Interacgéo entre o Metabolismo da Trealose e dos a-Glucanos................cc.c....... 15
I B0 VT T ] o | TS 17
1.1.3.2 Organizacao e Distribuicdo dos Genes da Via GIgE ..........ccccooeveveveinenene. 19
1.2 Maltocinase € TrealoSe SINTASE.........ccuveireirieirieirieeee e 20
Capitulo 2: Materiais € MELOTOS. .......cocveviieeeieceeeeee ettt st re e eas 25
2.1 Identificagdo e Anélise de Sequéncias das Enzimas Mak e TreS ou TreS/Mak em
diferentes MICrOrQaniSIMOS ........c.cciiieciiieeeere ettt s beeaesteereebesreenne e 26
2.2 Estirpes de MICrOrganiSIMOS........cceiveecierieeeerieseereste e este e eaestesreebesteesaessesseesesseensenees 26
2.3 EXtracGao de DINA GENOMICO.......ccueirieirieieieieiesteiesee ettt sttt se e 27
2.4 Amplificac8o dos Genes Mak € treS/MaK .........cccecvevveieriirieeese e 28
2.5 Clonagem dos Genes mak € treS/Mak.........ccecvveecierineenieieeese et 31
2.5.1 Clonagem no Vector de Clonagem (TA cloning) .......cccooevveeeveeeececeeceece e 31
2.5.2 Clonagem num Vector de EXPreSSAO........cccciveeveeitieierrecteere e ereesie e e sre e 32
2.6 Estirpes, CondicOes de Crescimento € EXPreSSa0.......ccocevveveeeeeenerenienierieneeeeeeeneens 32
2.7 PreparacGao 08 EXLIaCLOS. ......cccveverieiieierieeeeese ettt ste et e e sa e esaeeesneeneeneas 33
2.8 ENSAI0S ENZIMALICOS......cviveviiieieiiirieieieist ittt 33
2.8.1 Teste da Actividade das IMaKS...........coeereireinenineneeeeesiee s 33
2.8.2 Teste da Actividade das TreSS/MaKS........c.cccecvrerrerirennineereeeseeseesee s 34
2.9 Especificidade de SUDSTIatos..........coeeveiieieiieeeeeee e 34
2.9.1 Especificidade das Maks por SUDSEFatos...........cecvevieeevierieeiese e 34
2.9.2 Especificidade das TreSs/Maks por SUDSLratos..........ccoceveeeievieneenesieeeese e 35

2.10 Identificacdo de um composto desconhecido por Ressonancia Magnética Nuclear 35
Capitulo 3: ReSUItAd0S € DISCUSSAO. .......cueirrirterierieieeeieeeerestestestessesseseeseesessessessessenseneesessesses 37

3.1 Identificagdo e Analise de Sequéncias das Enzimas Mak e TreS ou TreS/Mak em
diferentes MICrOrgaNISIMOS ........c.eiiiieciereetere ettt st e s e stesreesaesteeseesesreeneenns 38



3.2 Amplificacdo e Clonagem dos Genes mak e treS/mak ..........ccceceeererenenencncnneieennene 41

3.3 MAITOCINGASES. ...ttt ettt 42
3.3.1 EXPressao doS gENES MAK ........ceecuerieieeciesieeeeniesreesesteseesseseesesestesreesesseessessesssensenns 42
3.3.2 Actividade das MaKS ...........ccccereiriinieiricince et 44
3.3.3 Especificidade de substratos das MakKs ...........cceeerireienenieseneneeee e 46

3.3.3.1 Mak de K. radiotOlErans .........cccoveeeerierierienienieieieteeei ettt 46
3.3.3.2 MaK € P. OITIAUS .....veiiiiciiiciitcenieeetce ettt 49
3.3.3.3 Dominio Mak de P. flUOIESCENS.........ccevueiriiiiiicieecec e 51
3.3.3.4 MaK de S. QUIANTIACA. .....c.erveverreeirreirieietet ettt 54

3.4 Trealose SiNtases/MaltOCINASES..........cceviririerieieirieeeee et 59
3.4.1 Expressdo do gene treS/mak de Pseudomonas fluorescens..........ccoccvecvevvenvreennnne. 59
3.4.2 Actividade da TreS/Mak de P. fIUOIESCENS ........ccoevverierieieieieeerereseeeeeeeeeees 59
3.4.3 Especificidade de substratos da TreS/Mak de P. fluorescens............ccccveveeueennne. 62
3.4.4 ldentificagdo do composto desconhecido por RMN .......cccccevvivirieneneneneieene, 65

Capitulo 4: CONCIUSBES .....ocveeeeeiecieeiecte ettt sttt e e st et e sbe et e steesa e besraensesreenneses 67
Capitulo 5: BiblOGrafia.......coeirieiieiirieerie et 70
CAPITUIO B2 ANEXOS ...ttt sttt ettt b ettt sttt et et et sb et e b e e ebe st ebestesestenens i

6.1 MEi0S A& CrESCIMEINTO .....eoveieieiieiieieeiesteriest ettt sttt ettt b st et s et eae e i
6.1.1 Meio Ancylobacter-SPiroSOMa........ccceiueeieiiiiieeiiceeteceeee e ii
6.1.2 Meio CorynebacteriUm AQAr ........ccccceieeeieieereeie ettt sre e sre e e be e s reeaneeas ii
6.1.3 MO GYM SEIEPLOMIYCES ...c.vecveeerictieereteeteeitecteete e et esbesteeaeste e e essesreensestesreenbesreenns iii
6.1.4 Meio Luria-Bertani (LB) ......cccceoieieeieeeecee e iii
B.L15 MEBIO PTY G ..ottt sttt ettt iv
B.1.6 MBIO R2A ...ttt sttt ettt iv

6.2 SolucOes para Extracgdo de DNA GENOMICO ......ccuvieirirerierieieieieeeesee e eeeeeeas v
6.2.1 Tampao de Lise (REAJENTE GES) .....ccoiuieeeiieerieieetectecte ettt sttt v

6.3 Electroforese em Gel de AgaroSe 190 ......cceeveeeeeeieeieeeieeeee ettt v
6.3.1 Tampao TAE 50X (STOCK) ...ccueeieiiiieieiecese ettt v
6.3.2 Gl 08 AQAN0SE 1U0....cuiceeeieeieceieiteeeete sttt ettt e sre e e ste s e beereensesreenaenes vi

6.4 CEIUIAS COMPELENTES .....cuieeiieieeeeeiees ettt sttt eeseesesaestesbesaeeeneeneeneas vi
B.4.1 MEIO SOB ...ttt ettt et ae et st e n et e aeentenaeeneees vi
6.4.2 SOIUGEO R L ...ttt sttt st et este e e saeenes vii
6.4.3 SOIUGAO R 2 ...ttt sttt s be et e st e e e e b e ennenes vii
6.4.4 Preparacdo de Células COMPELENTES ........ccevvevveieieieieieceee et vii



6.4.5 SOlUGAO de SaiS 10X (STOCK) .....ceverrerrerreieieieieeie sttt viii
6.5 Electroforese em Gel de Poliacrilamida com Dodecilsulfato de Sédio (SDS-PAGE)viii

6.5.1 Tampdo para as Amostras (SDS Reducing BUFfer) .......c.cccoeeeveneeciciecceneeee, viii
6.5.2 Tampao de Corrida 10X, PH 8,3 ..o ix
6.5.3 Gel RESOIVING (1290) ..ottt iX
6.5.4 Gel RESOIVING (1090) ...c.veveuieiieiirieeieeterieeeeete sttt X
6.5.5 Gl StACKING (A90) .....eeiveieeeieeieeeeite ettt ettt ste ettt e s re b e steera e besre st e reennees X
6.5.6 Preparacdo do Gel de Poliacrilamida com SDS..........cccccceviiievevieiececeeeceeee, Xi
RS0 [V Tor= To N0 (ol @F0] (0] - Lot (o USRS Xi
6.5.8 SOIUGAO de DESCOIOTAGAD ........cueueeiiriirieriertet ettt Xii



Abreviaturas

APS - Persulfato de amdnio (de Ammonium Persulfate)

BLAST - Ferramenta para alinhamento de sequéncias (de Basic Local Alignment
Search Tool)

BTP - Bis-Tris Propano

G+C - Guanina+citosina

GIgA - Glicogeénio sintase

GlgB - Enzima de ramificagéo de a-glucanos

GIgC - ADP-glucose pirofosforilase

GIgE - Maltosiltransferase

GIgP - Glicogénio fosforilase

GlgX - Enzima de remocéo de ramificacGes de a-glucanos

Mak - Maltocinase (de maltokinase)

MGLPs - Lipopolissacaridos de Metilglucose (de Methylglucose Lipopolysaccharides)
NCBI - Centro Nacional para Informacdo de Biotecnologia (de National Center for
Biotechnology Information)

OftsA - Trealose-6-fosfato sintase

OtsB - Trealose-6-fosfato fosfatase

PCR - Reaccdo de Polimerizacdo em Cadeia (de Polymerase Chain Reaction)

RMN - Ressonancia Magnética Nuclear

Rv3032 - a-1,4-glucosiltransferase

SDS - Dodecilsulfato de Sédio (de Sodium Dodecylsulfate)

SDS-PAGE - Electroforese em Gel de Poliacrilamida com Dodecilsulfato de Sédio (de
Sodium Dodecylsulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis)

TLC - Cromatografia de camada fina (de Thin Layer Chromatography)

TreP - Trealose fosforilase

TreS - Trealose sintase

TreS/Mak - Trealose sintase/maltocinase (enzima bifuncional)

TreT - Trealose glicosiltransferase sintase

TreY - Maltooligosiltrealose sintase

TreZ - Maltooligosiltrealose hidrolase



Resumo

Foi recentemente descoberta em Mycobacterium tuberculosis uma nova via para a
sintese de a-glucanos a partir de trealose, que foi validada a nivel genético como um
novo alvo promissor para o desenvolvimento de novos farmacos contra a tuberculose.
Nesta via intervém varias enzimas, nomeadamente a trealose sintase (TreS) e a
maltocinase (Mak).

A unidade transcripcional treS/mak esta presente numa grande variedade de
procariotas, incluindo apenas um arquedo. Em alguns microrganismos estes genes
encontram-se fundidos num so, codificando uma enzima bifuncional, a trealose
sintase/maltocinase (TreS/Mak). Foram construidas arvores filogenéticas com
sequéncias de Maks, TreSs e TreS/Maks de diferentes microrganismos de modo a
constatarmos a distribuicdo destas enzimas nos diferentes grupos filogenéticos. A partir
de uma destas arvores, foram seleccionadas algumas enzimas Mak e TreS/Mak de
microrganismos dos diferentes grupos formados para confirmacdo da sua funcdo
bioldgica.

Efectuou-se seguidamente um estudo funcional das enzimas Mak e TreS/Mak
seleccionadas. As sequéncias de algumas Maks apresentam valores de homologia
moderados entre os diferentes organismos e, até a data, nenhuma fusdo TreS/Mak foi
caracterizada. Os genes mak e treS/mak selecionados foram amplificados, clonados e
expressos em E. coli, que ndo possui actividade de Mak, tendo sido produzidas
recombinantemente com sucesso quatro enzimas Mak e uma enzima TreS/Mak
bifuncional. Seguidamente, foram realizados ensaios para testar a actividade destas
enzimas em extracto, designadamente a sua especificidade para cada um dos substratos
potenciais e a possivel actividade de aminoglicosideo fosfotransferase observada em
algumas enzimas com sequéncias com homologia relevante com Maks e responséaveis
pela inactivacdo de alguns antibidticos desta classe.

As enzimas Mak expressas com sucesso apresentaram a actividade esperada em
extracto e, dos diferentes aceitadores de grupos fosfato testados, apenas a maltose foi
utilizada com eficiéncia na sintese de maltose-1-fosfato, enquanto que ATP, GTP e
UTP foram dadores de fosfato eficientes na sintese daquele metabolito. Nos ensaios

efectuados com antibidticos aminoglicosideos ndo detectdmos actividade, o que indica



que as enzimas estudadas ndo apresentam actividade de aminoglicosideo
fosfotransferase nas condicdes testadas.

A enzima recombinante TreS/Mak de Pseudomonas fluorescens néo apresentou a
actividade esperada, isto €, a conversao directa de trealose em maltose-1-fosfato, tendo
sido obtido um composto desconhecido como produto. Foram obtidos espectros de
ressonancia magnética nuclear (RMN) com vista a identificacdo do composto, tratando-
se aparentemente de uma hexose bifosforilada. Esta enzima bifuncional utilizou
maltose, trealose, maltotriose, maltotetraose, maltopentaose e maltoheptaose na sintese
deste composto e apenas ATP foi utilizado como dador de grupos fosfato. Nos ensaios
efectuados com antibiéticos aminoglicosideos, também ndo detectamos actividade, o
que sugere que a TreS/Mak de Pseudomonas fluorescens ndo apresenta actividade de
aminoglicosideo fosfotransferase.

Os resultados obtidos com este trabalho fornecem provas concretas sobre a
identidade de maltocinases hipotéticas de varios grupos taxondémicos e servird como
base para trabalhos futuros que visem explorar a evolugdo ndo sé destas enzimas, como
também da via metabdlica que canaliza trealose para a sintese de importantes
polissacaridos de reserva como o glicogénio, ou com funcdo mais especifica, como por
exemplo os a-glucanos da cépsula ou os polissacaridos de metilglucose de
micobactérias, através de maltose-1-fosfato sintetizada por maltocinases.

Palavras-chave: maltocinase, trealose sintase, maltose-1-fosfato, trealose, fungao.



Abstract

A new pathway for the synthesis of a-glucans from trehalose has been recently
discovered in Mycobacterium tuberculosis, and it has been genetically validated as a
new promising target for the development of new drugs against tuberculosis. Diverse
enzymes are involved in this pathway, namely trehalose synthase (TreS) and
maltokinase (Mak).

The transcriptional unit treS/mak is present in a range of prokaryotes including
only one archeal species. The treS and mak genes are fused in some microorganisms,
encoding a bifunctional enzyme, trehalose synthase/maltokinase (TreS/Mak). We built
phylogenetic trees with Mak, TreS and TreS/Mak sequences from different
microorganisms to examine the enzyme distribution in the different phylogenetic
groups. Mak and TreS/Mak enzymes from microorganisms of the different groups were
selected from one of these trees to confirm their biological function.

Subsequently, a functional study of the selected Mak and TreS/Mak enzymes was
carried out. The Mak sequences have moderate homology values between the different
organisms and, until now, no TreS/Mak fusion was characterized. The selected mak and
treS/mak genes were amplified, cloned and expressed in E. coli, which lacks Mak
activity, and four recombinant Maks and one recombinant TreS/Mak were successfully
produced. Afterward, assays to test the activity of these enzymes in cell extracts were
performed, namely their specificity to each of the potential substrates and the possible
activity of aminoglycoside phosphotransferase, which was observed in a few enzymes
with relevant homology with Maks and responsible for the inactivation of some
aminoglycoside antibiotics.

The successfully expressed Mak enzymes exhibited the expected activity and,
among the different acceptors tested only maltose was efficiently used in the production
of maltose-1-phosphate while ATP, GTP and UTP were efficient phosphate donors to
the synthesis of the phosphorylated metabolite. Activity was not detected in the assays
performed with aminoglycoside antibiotics, which indicates that these enzymes lack
aminoglycoside phosphotransferase activity, at least in the conditions tested.

The activity of the recombinant TreS/Mak from Pseudomonas fluorescens was
unexpected, since this enzyme produced an unknown compound instead of maltose-1-

phosphate. Nuclear magnetic resonance spectra were obtained to identify the compound,
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which seems to be a biphosphorylated hexose. This TreS/Mak enzyme used maltose,
trehalose, maltotriose, maltotetraose, maltopentaose and maltoheptaose to produce this
compound and only ATP was used as a phosphate donor. Activity was also not detected
in the assays performed with aminoglycoside antibiotics, which suggests that this
enzyme lacks aminoglycoside phosphotransferase activity.

The results obtained with this work provide concrete evidence about the identity
of hypothetical maltokinases from several taxonomic groups and will serve as a base for
future work aiming to explore the evolution of these enzymes and of the pathway that
channels trehalose for the synthesis of important storage polysaccharides, such as
glycogen or polysaccharides with a more specific metabolic function, such as capsular
a-glucans or the methylglucose polysaccharides from mycobacteria, through the

maltose-1-phosphate produced by maltokinases.

Keywords: maltokinase, trehalose synthase, maltose-1-phosphate, trehalose, function.
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1.1 Trealose

1.1.1 Importancia da Trealose

Os hidratos de carbono ou agUlcares, desempenham fungdes essenciais a vida.
Estas moléculas podem ser utilizadas como fonte de energia, como mensageiros
quimicos e para a biossintese de componentes estruturais (Elbein et al., 2003).

A trealose é um dissacérido de glucose ubiquo, encontrando-se numa vasta gama
de organismos, que inclui bactérias, leveduras, fungos, invertebrados e plantas (Elbein
et al., 2003), mas ndo se encontra em células de mamiferos (Murphy et al., 2005). A
trealose apresenta uma ampla diversidade de fungdes que dependem do sistema
biologico em analise (Argielles, 2000). Relativamente aos organismos procariotas, a
trealose pode ser utilizada como fonte de carbono e de energia, como soluto compativel
e como componente de estruturas mais complexas como alguns glicolipidos da parede
celular (Arglelles, 2000; Elbein et al., 2003). Quando a célula é exposta a alguma
condicdo de stress ambiental (nomeadamente desidratacdo, dessecacdo, calor, frio e
oxidacdo), a sintese de trealose € induzida e os seus niveis aumentam no citoplasma
(Murphy et al., 2005; Zhang et al., 2011). Este dissacéarido apresenta uma estrutura
invulgar ndo redutora, o que lhe confere caracteristicas fisicas e estereoquimicas Unicas
que lhe permitem proteger membranas celulares e proteinas contra inactivacdo ou
desnaturacdo resultantes de vérias condi¢cdes de stress e de limitagcBes nutricionais,
possibilitando ainda a manutencéo da integridade celular (Argtelles, 2000; Elbein et al.,
2003).

Em micobactérias e organismos relacionados a trealose ndo sO esta presente no
citoplasma em niveis elevados como também é um componente estrutural importante de
varios glicolipidos que constituem a parede celular (Elbein et al., 2003; Murphy et al.,
2005; Zhang et al., 2011).

1.1.2 Biossintese da Trealose
Foram identificadas até a data cinco vias distintas para a biossintese de trealose:
OtsA-OtsB, TreY-TreZ, TreS, TreP e TreT (De Smet et al., 2000; Elbein et al., 2003;

Nobre et al., 2008; Zhang et al., 2011). A via OtsA-OtsB, que constitui a via mais
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estudada e mais distribuida pelos microrganismos, envolve duas reacgdes: a
condensacdo de UDP-glucose e glucose-6-fosfato em trealose-6-fosfato e UDP. A
trealose-6-fosfato é de seguida desfosforilada em trealose. Estas reacgdes sao
catalisadas pelas enzimas trealose-6-fosfato sintase (codificada pelo gene otsA) e
trealose-6-fosfato fosfatase (codificada pelo gene otsB), respectivamente (De Smet et
al., 2000; Woodruff et al., 2004).

A via TreY-TreZ é uma via alternativa para a formacdo de trealose a partir de
glicogénio, na qual se verifica um rearranjo nos residuos de glucose terminais na cadeia
do polissacarido cuja ligacdo a-1,4 é rearranjada numa ligacdo a-1,1 entre as duas
glucoses da trealose. Subsequentemente, este dissacarido terminal é clivado da
extremidade da molécula de glicogénio sendo assim libertada uma molécula de trealose.
A primeira reaccdo € catalisada pela enzima maltooligosiltrealose sintase (codificada
pelo gene treY), enquanto que a segunda reaccdo € catalisada pela enzima
maltooligosiltrealose hidrolase (codificada pelo gene treZ) (De Smet et al., 2000;
Woodruff et al., 2004).

A enzima TreP actua principalmente no sentido de hidrélise de trehalose na
presenca de um dador de fosfato resultando na formacao de glucose e glucose-1-fosfato.
Eventualemte alguns fungos e poucas bactérias conseguem utilizar a reaccdo inversa
como via alternativa para sintese de trealose (Elbein et al., 2003).

A enzima TreT foi a Gltima via para a sintese de trealose a ser descoberta. Esta
enzima utiliza glucose em vez de glucose-6-fosfato como aceitador de uma segunda
glucose activada em ADP-glucose (Nobre et al., 2008).

Finalmente, a via TreS envolve o rearranjo intramolecular da maltose de modo a
que a sua ligagdo o-1,4 seja convertida numa ligacdo a-1,1 para formar a trealose. Esta
reaccdo € catalisada pela enzima trealose sintase (TreS) codificada pelo gene treS (De
Smet et al., 2000; Woodruff et al., 2004). A enzima TreS também tem a capacidade de
efectuar a reaccdo inversa, ou seja, a conversdo de trealose em maltose. No entanto, a
TreS de Mycobacterium smegmatis apresenta maior afinidade para maltose (K, ~10
mM) do que para trealose (K, ~90 mM) (Pan et al., 2004).

A maioria dos organismos procariotas possui apenas a via OtsA-OtsB para a
sintese de trealose (Woodruff et al., 2004). Contudo, existem evidéncias de que as vias
OtsA-OtsB, TreY-TreZ e TreS estdo presentes e funcionais em algumas micobactérias,
nomeadamente  Mycobacterium  tuberculosis, Mycobacterium bovis BCG e

Mycobacterium smegmatis. A presenca das trés vias para a sintese deste dissacarido
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realca o papel essencial que a trealose desempenha na fisiologia micobacteriana (De
Smet et al., 2000; Woodruff et al., 2004).

Woodruff e colaboradores (Woodruff et al., 2004) construiram mutantes de M.
smegmatis sem as trés vias para a sintese de trealose e verificaram que estes mutantes
apenas conseguem crescer se a trealose for suplementada no meio de crescimento. Os
autores demonstraram ainda que as trés vias para a sintese de trealose sdo mutuamente
redundantes neste organismo. Por outro lado, Murphy e seus colegas (Murphy et al.,
2005) mostraram que, ao introduzirem mutacfes independentes em cada uma das trés
vias para a sintese de trealose em M. tuberculosis, a via OtsA-OtsB era estritamente
essencial a sobrevivéncia do organismo. Esta via constitui a via dominante e ndo é

possivel compensar a sua perda recorrendo as restantes vias em M. tuberculosis.

1.1.3 Interaccdo entre o Metabolismo da Trealose e dos a-Glucanos

Glucanos sdo polissacaridos constituidos por unidades de glucose unidas por
ligagdes glicosidicas, sendo classificado como a-glucano (por exemplo, o glicogénio)
ou B-glucano (por exemplo, a celulose) de acordo com o tipo de ligagdo glicosidica (a
ou ) (Sutherland, 2001).

As micobactérias apresentam diferentes tipos de glucanos (Chandra et al., 2011) e
neste trabalho vamos focar-nos nos seguintes a-glucanos: glicogénio intracelular, o o-
glucano capsular e os lipopolissacaridos de metilglucose (MGLPs), cujas cadeias
principais sdo constituidas por glucoses ligadas por ligagdes a-1,4. O glicogénio é um
polimero de glucose ubiquo em bactérias, sendo a sua funcdo armazenar energia e
carbono. O esqueleto do glicogénio consiste em unidades de glucose ligadas por
ligagdes a-1,4, ocorrendo a introducdo de ramificacdes através de ligagdes o-1,6
(Chandra et al., 2011; Garg et al., 2007).

As micobactérias apresentam uma capsula extracelular para além da parede
celular, sendo o a-glucano um dos seus principais constituintes (Chandra et al., 2011).
A estrutura do a-glucano capsular é muito semelhante a do glicogénio intracelular.
Pensa-se que a capsula desempenha funcBes ao nivel da patogénese, tem actividades
anti-fagociticas e imunomoduladoras e permite a evasdao do microrganismo do sistema
imunitario por mimetismo molecular, uma vez que a estrutura do a-glucano capsular é

semelhante a do glicogénio (Kaur et al., 2009; Sambou et al., 2008).
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As micobactérias sintetizam ainda dois tipos de polissacaridos invulgares
intracelulares, os lipopolissacéaridos de metilglucose (MGLPSs) e os polissacéridos de
metilmanose, sendo ambos constituidos por hexoses metiladas. O polissacérido de
metilglucose apresenta principalmente unidades de glucose (e metilglucose) unidas por
ligagdes a-1,4 que permitem que esta molécula adopte uma conformacgdo em hélice
(Empadinhas et al., 2008; Jackson & Brennan, 2009). Estes polissacaridos formam
complexos 1:1 com 4&cidos gordos de cadeia média e pensa-se que a sua funcéo
fisiologica seja transportar e proteger os acidos gordos recém-sintetizados da
degradacéo por esterases existentes no citoplasma. Deste modo podem também regular
0 processamento desses acidos gordos para a sintese de &cidos micdlicos caracteristicos
da parede das micobactérias, e lipidos mais complexos. Portanto, foi proposto que estes
polissacaridos estdo envolvidos na regulacdo do metabolismo lipidico em micobactérias
(Stadthagen et al., 2007; Mendes et al., 2012). Deste modo, os MGLPs sdo
considerados a-glucanos muito especializados (Chandra et al., 2011).

A via GIgC-GlgA classica para a formagdo de a-glucanos envolve trés reacgoes:
A enzima GIgC (ADP-glucose pirofosforilase) transforma glucose-1-fosfato em ADP-
glucose, que ¢é subsequentemente polimerizada em a-glucano linear pela accdo da
enzima GIgA (glicogénio sintase). Finalmente, a enzima GIgB (enzima de ramificacéo
de a-glucanos) introduz ramificagdes na cadeia de a-glucano linear (Chandra et al.,
2011; Garg et al., 2007). A via GIgP constitui a via classica para a degradagdo de a-
glucanos e envolve a accao conjunta das enzimas GIgP (glicogénio fosforilase) e GlgX
(enzima de desramificagéo), formando-se glucose 1-fosfato (Chandra et al., 2011).

Os MGLPs sdo sintetizados através da via Rv3032, que constitui uma via
alternativa para a sintese de a-glucanos, mas apenas parte das enzimas envolvidas nesta
via complexa sdo conhecidas (Stadthagen et al., 2007; Empadinhas et al., 2008;
Kalscheuer et al., 2010: Mendes et al., 2012). O gene Rv3032 codifica uma a-1,4-
glucosiltransferase que se julga ser a principal responsavel pela extensdo dos MGLPs
(apesar desta enzima também estar envolvida no alongamento de outros o-1,4-
glucanos). O gene Rv3031 € um gene que codifica uma possivel enzima de ramificacéo
que se pensa ser a responsavel pela formacdo de ligagdes glicosidicas a-1,6 nos MGLPs
e que pode eventualmente ter actividade redundante com a enzima GIgB (Jackson &
Brennan, 2009; Stadthagen et al., 2007; Mendes et al., 2012).

Estudos recentes em diferentes bactérias permitiram constatar a interacgéo

complexa entre 0 metabolismo da trealose e dos a-glucanos, que ocorre através de trés
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vias: a via TreY-TreZ, a via TreS e a via GIgE descrita abaixo (seccdo 1.1.3.1). A via
TreY-TreZ permite a degradacdo de glicogénio em trealose (Chandra et al., 2011),
como ja foi referido. Pan e colaboradores (Pan et al., 2008) demonstraram que a TreS de
Mycobacterium smegmatis, para além de interconverter trealose e maltose, também
converte glicogénio em trealose através da sua actividade de amilase, e sugeriram que
esta enzima, por si sO, constitui outra via para a degradacdo de glicogénio em trealose.
Os autores propuseram ainda que a TreS apresenta dois locais activos distintos, sendo
um responsavel pela interconversdo de trealose e maltose e o outro pela actividade de
amilase. Estes autores verificaram ainda que, em M. smegmatis, elevadas concentracdes
intracelulares de trealose aparentemente causam ou estimulam a acumulagdo de
glicogénio quando a enzima TreS esta presente. Assim, foi proposto que a TreS
desempenha funcgdes de sensor e regulador dos niveis intracelulares de trealose e quando
o0s niveis intracelulares de trealose sdo muito elevados, podendo inclusive ser tdxicos
para as células, a TreS converte a trealose em glicogénio, envolvendo a maltose como
um intermediério (Pan et al., 2008). Alternativamente, a trealose podia ser hidrolizada
em glucose atraves da accao da enzima trealase, que se encontra em muitos organismos
que sintetizam e/ou utilizam trealose, incluindo M. smegmatis (Carroll et al., 2007;
Elbein et al., 2010). Contudo, é necessario despender energia para sintetizar a trealose e
provavelmente perder-se-ia esta energia ao ser efectuada esta degradacdo, ja que as
células ndo tém capacidade para armazenar elevadas quantidades de glucose no seu
citoplasma. A conversao de trealose em glicogénio tem ainda a vantagem de que esta se
encontra rapidamente disponivel para a célula em caso de necessidade. Portanto, a
trealase ndo parece estar envolvida na regulacdo dos niveis intracelulares de trealose
(Elbein et al., 2010). Por outro lado, quando ha caréncia de trealose, pensa-se que a
TreS também tem capacidade para aumentar os niveis intracelulares de trealose.
Primeiro, a TreS transforma o glicogénio em maltose através da sua actividade de
amilase, seguindo-se a interconversdo de maltose em trealose (Elbein et al., 2010; Pan
et al., 2008).

1.1.3.1 Via GIgE

Recentemente, foi descoberta em M. tuberculosis a via GIgE, uma nova via para a
sintese de a-glucanos a partir de trealose (Kalscheuer et al., 2010), tendo sido também

identificada em parte em M. smegmatis (Elbein et al., 2010). Nesta via intervém 4
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enzimas: a trealose sintase (TreS), a maltocinase (Mak), a GIgE (maltosiltransferase) e a
GlgB (enzima de ramificagdo dos a-glucanos). Inicialmente, a TreS interconverte
trealose e maltose e a Mak fosforila a maltose em maltose-1-fosfato na presenca de ATP
(Mendes et al., 2010). Em muitos microorganismos os genes treS e mak sdao dois genes
adjacentes do mesmo operdo, 0 que sugere que a maltose-1-fosfato é produzida a partir
de trealose via maltose através de reac¢des sequenciais mediadas por TreS e Mak. A
maltose-1-fosfato é entdo utilizada como unidade de construgdo (dissacarideo) para a
formagdo de cadeias lineares de a-1,4-glucano pela enzima GIgE (maltosiltransferase).
Seguidamente, a enzima GIgB vai introduzir ramifica¢des a-1,6 nas cadeias lineares de
a-1,4-glucano. Os genes gIgE e glgB que codificam estas enzimas formam um operéo
(Kalscheuer et al., 2010). O gene glgE foi considerado essencial para o crescimento de
M. tuberculosis e demonstrou-se que o gene glgB também ¢é essencial neste
microrganismo (Sassetti et al., 2003; Kalscheuer et al., 2010).

Kalscheuer e colaboradores (Kalscheuer et al., 2010) demonstraram que a
inactivacdo de GIgE é letal para M. tuberculosis, tanto in vitro como num modelo de
ratinho. Esta letalidade deve-se ao aumento dos niveis de maltose-1-fosfato, o substrato
da enzima GIgE, que acumula até atingir niveis toxicos para a célula. A eliminacdo de
GlgB também resultou na acumulagdo de maltose-1-fosfato. Os autores afirmam que a
toxicidade de maltose-1-fosfato pode nédo ser directa, ocorrendo através de mecanismos
pleiotropicos mais complexos e ainda desconhecidos.

Letalidade sintética consiste em qualquer combinacdo de duas mutaces que,
quando separadas ndo sdo letais, mas que em conjunto resultam em inviabilidade.
Kalscheuer e colaboradores (Kalscheuer et al., 2010) verificaram que o bloqueio da via
Rv3032 (através da disrupcao do gene Rv3032) ou da via GIgE (através da disrupc¢édo do
gene treS) ndo afecta o crescimento de M. tuberculosis. Contudo, o blogueio das duas
vias em simultaneo é sinteticamente letal para 0 microrganismo, 0 que sugere que as
vias sdo pelo menos parcialmente redundantes. Mais concretamente, sugere que ambas
as vias estdo envolvidas na sintese de um a-glucano que é fundamental a sobrevivéncia
de M. tuberculosis, quer a nivel estrutural quer a nivel funcional. Portanto, os produtos
da via GIgE s&o provavelmente sujeitos (pelo menos em parte) a modificagdes
posteriores, sendo produzidos derivados relacionados com os MGLPs a nivel estrutural
e/ou funcional que ainda nao foram identificados (Chandra et al., 2011; Kalscheuer et
al., 2010). Neste contexto, tanto GIgE como GlgB foram validados a nivel genético

como alvos promissores para o desenvolvimento de farmacos contra a tuberculose, mas
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GIgE constitui um alvo mais atractivo uma vez que os mamiferos apresentam
homdlogos de GlgB (Chandra et al., 2011; Kalscheuer et al., 2010).

As funcgdes fisioldgicas da via GIgE podem ser multifacetadas mas sdo ainda
desconhecidas. Para além da interaccdo com as vias GIgC-GIgA e Rv3032, pensa-se que
esta via pode estar envolvida na sintese de glicogénio intracelular, na sintese de a-
glucano capsular e na sintese de MGLPs. Esta via pode ainda ser importante na
persisténcia de M. tuberculosis em microambientes no hospedeiro cuja disponibilidade
de nutrientes é limitada, uma vez que o glicogénio é um polimero de armazenamento

intracelular ubiquo (Kalscheuer et al., 2010).

1.1.3.2 Organizacéao e Distribuicéo dos Genes da Via GIgE

Como ja foi mencionado, as enzimas TreS, Mak, GIgE e GlgB fazem parte da via
GIgE. Chandra e colaboradores (Chandra et al., 2011) analisaram a organizagdo destes
genes em diferentes microrganismos e verificaram que oS genes mak e treS se
encontram fundidos com mais frequéncia do que separados. Os genes mak e glgE
estavam mais associados com a via GIgE uma vez que foram muito raramente
encontrados na auséncia dos outros dois genes da via. Os genes treS e glgB foram
encontrados sozinhos ou em conjunto muito frequentemente sem os genes mak e glgE, o
que sugere que estes genes desempenham fungbes noutros contextos (podendo, por
exemplo, fazer parte de outras vias). Para além disso, estes investigadores realizaram
também uma analise comparativa de genomas com o intuito de avaliar a ocorréncia das
diferentes vias biossintéticas de a-glucanos em diferentes microrganismos.
Relativamente a via GIgE, os autores encontraram o gene glgE em 21% de todos os
genomas de bactérias completamente sequenciados que foram analisados, e este gene
foi encontrado em apenas um genoma de um arquedo. Todos 0s genes da via GIgE
(treS, mak, glgE e glgB) estavam presentes em 14% dos genomas analisados. A via
GIgE estava presente principalmente em organismos com genomas grandes e ricos em
G+C e com estilos de vida complexos, incluindo muitos organismos que interagem com
plantas. Esta via foi encontrada em muitos organismos que pertencem a ordem
Actinomycetales, nomeadamente especies de Mycobacterium, Corynebacterium e
Streptomyces. O organismo Picrophilus torridus DSM 9790 foi o Unico arquedo, com
sequéncia gendémica disponivel, que apresentava todos os genes da via GIgE e que

apresentava uma maltocinase (Mak).
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1.2 Maltocinase e Trealose Sintase

A maltocinase (Mak) catalisa a formacdo de maltose-1-fosfato e ADP a partir de
maltose e ATP (Drepper et al., 1996). A maioria dos genomas disponiveis de
micobactérias possui 0 gene mak (Mendes et al., 2010), que foi considerado essencial
para o crescimento de M. tuberculosis H37Rv (Sassetti et al., 2003), sendo um potencial
alvo para desenvolvimento de farmacos contra a tuberculose.

Apesar do metabolito maltose-1-fosfato ter sido inicialmente identificado em
extractos de Mycobacterium bovis BCG nos anos 60 (Narumi & Tsumita 1967), a
enzima Mak foi apenas identificada nos anos 90 em extractos de uma estirpe de
Actinoplanes (Drepper et al., 1996). A Mak de Actinoplanes missouriensis foi
bioquimicamente caracterizada (Niehues et al., 2003), tratando-se uma enzima
monomeérica com uma massa molecular estimada de 57 kDa. A actividade maxima foi
verificada a 55°C e a pH 6ptimo entre 7 e 9. Esta Mak seguiu a cinética de Michaelis-
Menten para os substratos maltose e ATP, com valores de K, de 2,6 mM para o
primeiro e de 0,54 mM para o segundo. A enzima ostentou elevada especificidade para
maltose como aceitadora de grupos fosfato, tendo os maltooligossacaridos maltotriose,
maltotetraose, maltopentaose e maltohexaose resultado em actividade fraca. A enzima
também apresentou elevada especificidade para ATP como dador de grupos fosfato
relativamente a CTP, GTP, TTP e UTP, que resultaram em reduzida ou nenhuma
actividade enzimatica. Foi ainda constatado que a actividade da Mak de Actinoplanes
missouriensis era independente da fase em que se encontravam 0S microrganismos
(exponencial ou estacionaria) e do conteddo em maltose do meio de crescimento.

Posteriormente, a Mak de A. missouriensis e a Mak de Streptomyces coelicolor
foram isoladas e exaustivamente caracterizadas para se confirmar a sua identidade e
propriedades (Jarling et al., 2004). Verificou-se que as propriedades destas enzimas
eram semelhantes as propriedades da enzima caracterizada por Niehues et al. (2003).
Jarling et al. (2004) testaram ambas as enzimas Mak para averiguar se estas
apresentavam actividade de aminoglicosideo fosfotransferase. Os autores constataram
gue nenhuma das enzimas fosforilou os aminoglicosideos testados, apesar de estas
enzimas terem sequéncias relacionadas com aminoglicosideo fosfotransferases.

A primeira Mak de uma micobactéria a ser bioquimicamente caracterizada foi a

Mak de Mycobacterium bovis BCG (Mendes et al., 2010). Esta enzima apresenta uma
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identidade de sequéncia de 99 a 100% relativamente a Mak de estirpes de
Mycobacterium tuberculosis. Esta enzima é um mondémero em solugdo, com uma massa
molecular de 50,7 + 4,2 kDa. Esta Mak € dependente de maltose e ATP, sendo o valor
de K, para a maltose de 2,52 + 0,40 mM e para 0 ATP de 0,74 £ 0,12 mM. A enzima é
dependente de catides divalentes, sendo o Mg** o melhor activador. A actividade
méaxima foi verificada a 60°C e pH entre 7 e 9 (a 37°C). Em relacdo a especificidade de
substratos, a utilizacdo dos aceitadores de fosfato maltotriose, maltotetraose,
maltopentaose e maltoheptaose resultou em actividade residual. Portanto, apenas a
maltose € utilizada com eficiéncia por esta Mak de M. bovis BCG/M. tuberculosis, tal
como aconteceu para as enzimas de A. missouriensis e S. coelicolor. No entanto, para
além de ATP, a enzima também produziu maltose-1-fosfato a partir de GTP e UTP com
eficiéncia, ao contrario das enzimas de A. missouriensis e S. coelicolor. A possibilidade
de utilizacdo de diferentes substratos para a sintese de maltose-1-fosfato parece sugerir
uma exigéncia absoluta por este metabolito, confirmando a essencialidade do gene mak
em M. tuberculosis (Sassetti et al., 2003). Os autores também testaram os antibidticos
aminoglicosideos gentamicina, higromicina B, canamicina e estreptomicina como
aceitadores de grupos fosfato, mas ndo verificaram actividade. Os dados bioquimicos

das maltocinases que foram caracterizadas encontram-se resumidos na Tabela 1.

Tabela 1: Resumo dos dados bioquimicos das maltocinases que foram caracterizadas, que sdo
as maltocinases de Actinoplanes missouriensis, Streptomyces coelicolor e Mycobacterium bovis
BCG.

Mak de A. Mak de S. Mak de M. bovis
missouriensis coelicolor BCG
Peso molecular 57 kDa (estimado) 50,7 £ 4,2 kDa
Actividade 55°C 45°C 60°C
maxima
pH 6ptimo 7a9 7,0 7a9
Valores de K., 2,6 mM para maltose i 2,52 mM para maltose
0,54 mM para ATP 0,74 mM para ATP
Especificidade de Maltose e ATP Maltose e ATP Maltose, ATP, GTP e
substratos UTP
Actividade de
aminoglicosideo Né&o Né&o Nao
fosfotransferase
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A enzima trealose sintase catalisa a interconversdo reversivel entre trealose e
maltose (Zhang et al., 2011). A actividade desta enzima foi inicialmente demonstrada
em Pimelobacter sp. nos anos 90 por Nishimoto et al. (1995), tendo sido posteriormente
purificada a partir de extractos celulares deste microrganismo com um peso molecular
estimado de 62,0 kDa. Nishimoto et al. (1996) verificaram que a TreS catalisa a
conversdo de maltose em trealose e vice-versa, mas nao utilizou outros agucares. Os
autores verificaram ainda que a taxa de conversdo de maltose em trealose era
independente da concentracdo de maltose. A temperatura e o pH éptimos desta enzima
eram 20°C e pH 7,5, respectivamente. ApoOs a caracterizacdo desta TreS, muitas mais
foram caracterizadas, nomeadamente as enzimas de Thermobifida fusca (Wei et al.,
2004), Mycobacterium smegmatis (Pan et al., 2004), Picrophilus torridus (Chen et al.,
2006) e Arthrobacter aurescens (Xiuli et al., 2009). A TreS de Thermobifida fusca foi
clonada e expressa em E. coli (Wei et al., 2004), com peso molecular deduzido de 66
kDa. A temperatura e 0 pH éptimos eram de 25°C e 6,5, respectivamente, ao converter
maltose em trealose. Contudo, quando os autores aumentaram a concentracdo de enzima
recombinante ou quando aumentaram a temperatura para 37°C, a TreS produziu glucose
em elevada proporcdo. A actividade da TreS recombinante foi ainda afectada por
elevadas concentracGes de glucose.

A TreS de M. smegmatis foi inicialmente purificada a partir de extractos celulares
(Pan et al., 2004), apresentando um peso molecular de aproximadamente 68 kDa. No
entanto, a enzima activa apresentou um peso molecular de aproximadamente 390 kDa,
sugerindo que forma um hexadmero de seis subunidades idénticas. Esta enzima foi
também clonada e expressa em E. coli por estes autores. Como ja foi referido, os valores
de K, para a maltose e para a trealose foram de aproximadamente 10 mM e 90 mM,
respectivamente, o que indica que a maltose € o substrato preferido. Os autores também
verificaram a producdo de 8 a 10% de glucose. O pH o6ptimo desta enzima foi 7. Mais
tarde, Pan et al. (2008) mostraram que a enzima TreS de M. smegmatis (TreS em
extractos deste organismo e TreS recombinante produzida em E. coli) também converte
glicogénio em trealose através da sua actividade de amilase. Esta enzima tem também a
capacidade de converter maltooligossacaridos, nomeadamente maltoheptaose, em
maltose e trealose através da sua actividade de amilase. Estes autores propuseram ainda

que esta enzima apresenta dois locais activos distintos, sendo um responsavel pela

22



interconversdo de trealose e maltose e 0 outro pela actividade de amilase, como ja foi
mencionado.

Chen e colaboradores (Chen et al., 2006) clonaram e expressaram a enzima TreS
de Picrophilus torridus em E. coli. A enzima recombinante apresentou um pH dptimo
de 6,0 e uma temperatura Optima de 45°C, mantendo elevada actividade a pH 5 e a
60°C. A TreS recombinante revelou uma eficiéncia catalitica superior para maltose em
relacdo a trealose, sugerindo que a maltose é o substrato preferencial. Os autores
verificaram também que a conversdo maxima de maltose em trealose foi independente
da concentracdo de maltose e aumentou a temperaturas mais reduzidas. Esta TreS
apresentou cinco aminoacidos conservados e importantes para a actividade de enzimas
da familia a-amilase, 0 que indica que esta enzima pode desempenhar actividade de a-
amilase.

A TreS de Arthrobacter aurescens foi também clonada e expressa em E. coli
(Xiuli et al., 2009). A enzima recombinante possui um peso molecular de 68 kDa e
catalisa a conversdo entre maltose e trealose, produzindo também 13% de glucose. A
temperatura e o pH 6Optimos consistiram em 35°C e 6,5, respectivamente. Os autores
verificaram ainda que a actividade da enzima aumentou com a adi¢do de 1 mM de
Mg®*, Mn* ou Ca*". Os dados bioquimicos das trealose sintases mencionadas que

foram caracterizadas encontram-se resumidamente na Tabela 2.
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Tabela 2: Dados bioquimicos de trealose sintases que foram caracterizadas: as TreSs de
Pimelobacter sp. R48, Thermobifida fusca, Mycobacterium smegmatis, Picrophilus torridus e
Arthrobacter aurescens.

TreS de

Pimelobacter TreS de TreS de TreS de
sp M. smegmatis P. torridus A. aurescens
62,0 kDa 66 kDa 68 kDa (390
Peso molecular (estimado) (estimado) kDa activa) i 68 kDa
Temperatura 20°C 25°C . 45°C 35°C
Optima
_PH 75 6,5 7,0 6,0 6,5
optimo
Valores 10 mM
de K - - maltose e 90 - -
m mM trealose
Maltose,
Especificidade Maltose e i trealose e ) i
de substratos trealose maltooligos-
sacaridos
Produgao de - Sim Sim - Sim
glucose
Actividade de ) i sim Talvez i
amilase

A unidade transcripcional treS/mak esta presente numa grande variedade de
procariotas, incluindo um arquedo, sugerindo um envolvimento numa via metabdlica
comum. Em alguns microrganismos estes genes encontram-se fundidos num so,
codificando a enzima bifuncional trealose sintase/maltocinase (TreS/Mak), que se pensa
catalisar a formacdo de maltose-1-fosfato directamente a partir de trealose (Mendes et
al., 2010). No entanto, a diversidade de sequéncias de possiveis maltocinases presentes
nos varios grupos taxonoémicos representa um desafio de identificacdo, que se traduziu
na anotacdo incorrecta de varias maltocinases, contrariamente ao que acontece com as
outras enzimas da via GIgE, cujas sequéncias sdo bastante conservadas. Como tal, havia
necessidade de confirmar a funcdo nos varios grupos taxonémicos em que a Mak esta
presente, assim como a funcdo das enzimas bifuncionais TreS/Mak, ja que nenhuma
destas foi caracterizada. Para tal, seleccionamos organismos representantes de varios
grupos taxonomicos com TreS e Mak, tanto na forma fundida como independente, a
partir de uma arvore filogenética para testarmos a actividade destas enzimas. Este
trabalho fornece provas concretas sobre a identidade de possiveis maltocinases e servira
como base a trabalhos futuros que explorem a funcéo metabolica ndo so destas enzimas,

como também das da via GIgE.
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Capitulo 2: Materiais e Métodos
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2.1 Identificac@o e Analise de Sequéncias das Enzimas Mak e TreS ou

TreS/Mak em diferentes Microrganismos

Para identificar os genes mak e treS/mak em genomas de diferentes
microrganismos com o intuito de estudar as enzimas correspondentes, foram utilizadas
as sequéncias de aminoacidos das enzimas Mak e TreS de Mycobacterium bovis BCG
(numeros de acesso YP_976263 e YP_976262, respectivamente) em alinhamentos de
sequéncias (recorrendo a ferramenta BLAST) na base de dados do Centro Nacional para

Informacdo de Biotecnologia (NCBI, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Através

destes alinhamentos, foi possivel identificar e registar sequéncias de aminoacidos das
enzimas Mak e TreS ou TreS/Mak de diferentes microrganismos, cujos genomas se
encontram sequenciados e disponiveis no NCBI. As sequéncias recolhidas foram
analisadas, recorrendo aos programas clustalX2 e GUIDANCE para gerar alinhamentos
e ao programa MEGAS para construir arvores filogenéticas. A arvore filogenética
presente na Figura 1 foi construida a partir de 41 sequéncias, usando o clustalX2 para
um alinhamento inicial e para a construcdo da primeira arvore filogenética. Apds
eliminacdo de sequéncias paralogas e ortdlogas com alta homologia, procedeu-se a uma
nova eliminacdo de sequéncias tendo o cuidado de manter os pesos relativos de cada
grupo taxonomico. Realizou-se um novo alinhamento recorrendo ao programa
GUIDANCE para eliminar zonas que contribuem para uma baixa qualidade de
alinhamento. Procedeu-se a um novo alinhamento usando o programa clustalX2 e a
construcdo de uma arvore filogenética sem raiz usando o programa MEGA5 com um

método de evolu¢do minima.

2.2 Estirpes de Microrganismos

De modo a ser elaborado um estudo relativamente as enzimas Mak e TreS/Mak
nos diferentes grupos taxondémicos, foi necessario obter microrganismos para cultivo
(Anexos, seccdo 6.1) e extrair o respectivo DNA genomico, ou alternativamente obter o
DNA genomico de microrganismos mais dificeis de cultivar. Infelizmente, ndo foi

possivel obter todos os microrganismos (ou o respectivo DNA) que se pretendiam
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estudar inicialmente dado que algumas das estirpes com genoma sequenciado nao estdo
depositadas em coleccGes de cultura.

Os microrganismos Actinosynnema mirum (DSM 43827), Corynebacterium
glutamicum DSM (20300), Dyadobacter fermentans (DSM 18053), Geodermatophilus
obscurus (DSM 43160), Kineococcus radiotolerans (DSM 14245), Spirosoma linguale
(DSM 74) e Streptomyces viridochromogenes (DSM 40736) e o DNA cromossémico
dos microrganismos Picrophilus torridus (DSM 9790), Opitutus terrae (DSM 11246) e
Stigmatella aurantiaca (DSM 53787) foram obtidos a partir da Deutsche Sammlung
von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ, Braunschweig, Alemanha).

O microrganismo Pseudomonas fluorescens PfO-1 foi fornecido pelo Dr. Stuart
Levy da Tufts University (Massachusetts, EUA). O DNA do microrganismo Arthrospira
maxima CS-328 foi fornecido pelo Dr. Donald A. Bryant da The Pennsylvania State
University (Pensilvania, EUA).

2.3 Extraccéo de DNA Genomico

O DNA gen6mico dos microrganismos obtidos foi extraido atraveés de um método
apropriado para microrganismos Gram-positivos e com DNA rico em guanina+citosina
(G+C), ja que a maioria dos microrganismos obtidos apresentam estas caracteristicas.
Para tal, foi utilizado um protocolo adaptado de Nielsen et al., 1995.

Inicialmente, foram ressuspendidas duas ansas de 1 uL com biomassa celular do
microrganismo em 100 pL de dgua ultra-pura estéril num microtubo. Foram adicionados
300 pL de tampdo de lise a suspensdo (Anexos, seccdo 6.2), que foi misturada
recorrendo ao vortex e o microtubo foi incubado em gelo durante 10 minutos. Em
seguida, foi adicionada RNase (Qiagen) de modo a obter uma concentragdo final de
0,125 mg/mL, o microtubo foi invertido algumas vezes de modo a misturar suavemente
0 seu conteudo e foi incubado a 37°C durante 1 hora. Foi ainda adicionada proteinase K
(Sigma-Aldrich) de modo a obter uma concentragéo final de 0,07 mg/mL, o microtubo
foi novamente invertido algumas vezes de modo a misturar suavemente o seu conteudo,
e foi incubado a 37°C durante 50 minutos. Posteriormente, foram acrescentados 250 pL
de acetato de amonia a 7,5 M, recorreu-se ao vortex para misturar e 0 microtubo foi

incubado em gelo durante 10 minutos. Foi adicionado tampdo de extraccdo com CTAB
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(Biosciences) (0,1 volumes) e incubado a 65°C durante 20 minutos. Seguidamente,
foram adicionados 800 uL de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1) (Biochemica) e
recorreu-se ao vortex para misturar de forma a obter um preparado homogéneo. Foi
necessario centrifugar (13000 x g, 10 minutos) e remover a fase aquosa para um novo
microtubo. O DNA foi entdo precipitado com isopropanol (0,54 volumes) e foi
efectuada uma nova centrifugagdo (13000 x g, 5 minutos). Finalmente, foi necessario
lavar o DNA com 1 mL de etanol 70% duas vezes, secar e ressuspender em 30 uL de

agua ultra-pura estéril.

2.4 Amplificacio dos Genes mak e treS/mak

Os genes mak e treS/mak dos diferentes microrganismos foram amplificados a
partir do DNA cromossémico obtido, ou a partir do DNA cromossémico extraido.
Relativamente aos genes treS/mak, também foi amplificada apenas a sequéncia que
corresponde ao gene mak a partir da sequéncia do gene fundido. Os primers para
amplificacdo foram desenhados com base nas sequéncias genOmicas dos
microrganismos e foi adicionado um local de restricdo para a enzima Ndel a cada
primer forward e um local de restricdo para a enzima Hindlll a cada primer reverse
(Tabela 1). Foi ainda removido o coddo stop de cada primer reverse de modo a
possibilitar a traducdo de uma cauda de seis histidinas no terminal carboxilico das
enzimas, sendo esta cauda codificada pelo plasmideo de expressdo pET30a.

A DNA polimerase utilizada para a realizagdo da maior parte das reac¢Ges em
cadeia da polimerase (PCRs) foi a KOD Hot Start DNA Polymerase (Novagen), uma
polimerase muito robusta com actividade de proofreading. Primeiro, o DNA foi
desnaturado a uma temperatura de 95°C durante 2 minutos. Em seguida, foram
realizados 30 ciclos com uma etapa de desnaturacdo (20 segundos a 95°C), uma etapa
de annealing (10 segundos as temperaturas indicadas da Tabela 3) e uma etapa de
extensdo (70°C durante 45 segundos para 0s genes mak e 2,5 minutos para 0s genes
treS/mak). Por fim, foi efectuada uma etapa de extensdo a 70°C, que teve a duracdo de 5
minutos para os genes mak e 10 minutos para os genes treS/mak.

Contudo, foi necessério recorrer a outra DNA polimerase, a AccuPrime™ GC-

Rich DNA Polymerase (Invitrogen), para amplificar os genes mak de Actinosynnema
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mirum, de Kineococcus radiotolerans e de Streptomyces viridochromogenes, genes
estes que foram mais dificeis de amplificar. Nas PCRs com esta DNA polimerase, 0
DNA foi inicialmente desnaturado a uma temperatura de 95°C durante 5 minutos.
Foram entdo efectuados 30 ciclos constituidos por uma etapa de desnaturagdo (1 minuto
a 95°C), uma etapa de annealing (1 minuto as temperaturas indicadas também da Tabela
3) e uma etapa de extensdo (1 minuto e 45 segundos a 72°C). Finalmente, foi realizada
uma etapa de extensdo durante 5 minutos a 72°C.

Os produtos de cada PCR foram corridos num gel de agarose 1% (Anexos, sec¢ao
6.3) e em seguida purificados através da utilizacdo do kit JETQUICK Gel Extraction
Spin Kit (Genomed) de acordo com as instrugdes do fabricante.
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2.5 Clonagem dos Genes mak e treS/mak

2.5.1 Clonagem no Vector de Clonagem (TA cloning)

De modo a aumentar a eficiéncia desta clonagem, foi necessario efectuar PCR a
cada um dos genes apenas com adeninas, tendo sido utilizada a Tag DNA Polymerase
(Invitrogen). Este PCR consistiu numa Unica etapa de extensdo a 72°C durante 20
minutos. Os respectivos produtos foram purificados recorrendo ao kit JETQUICK PCR
Product Purification Spin Kit (Genomed) segundo as instrucdes do fabricante.

Em seguida, foi realizada a ligac&o de cada gene ao vector de clonagem pGEM®-
T Easy (Promega) e a transformacdo das celulas competentes E. coli estirpe DH5a,
(Anexos, sec¢do 6.4). Foram transferidos 10 pL desta ligagdo para um microtubo
contendo as células competentes E. coli estirpe DH5a, seguindo-se incubagdo em gelo
durante 20 minutos. Procedeu-se ao choque térmico, que consistiu em mergulhar o
microtubo num banho a 42°C durante exactamente 45 segundos, e depois 2 minutos em
gelo. Foram adicionados 500 puL de meio LB com solucdo de sais 1x (diluicdo da
solucgéo de sais 10x (Anexos, sec¢do 6.4.5) com meio LB) ao microtubo, tendo este sido
incubado 1 hora a 37°C para a recuperacdo das ceélulas. Finalmente, as células
transformadas foram plaqueadas em meio sélido LB com ampicilina (100 pug/mL), ao
qual foi previamente adicionado IPTG e X-Gal de modo a permitir a seleccdo
azul/branco entre os clones. As caixas de Petri foram incubadas a 37°C para o
crescimento dos clones.

Os clones brancos foram crescidos em tubos de ensaio contendo 5 mL de meio LB
com ampicilina (100 pg/mL), num agitador a 160 rpm e a 37°C. O plasmideo foi
extraido destes clones através da utilizacdo do kit ZR Plasmid Miniprep™-Classic
(Zymo Research) de acordo com as instrucdes do fabricante. Por fim, o plasmideo foi
digerido com as enzimas de restricdo Ndel e Hindlll (Takara) e os produtos obtidos
foram corridos num gel de agarose 1% de modo a confirmar se o plasmideo contém o
gene mak ou treS/mak inseridos. A banda do gene, quando estava presente, foi cortada e

purificada como ja foi referido.
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2.5.2 Clonagem num Vector de Expressdo

Para esta clonagem, é necessario que tanto os genes mak ou treS/mak como o
plasmideo pET30a (Novagen) estejam digeridos com as enzimas Ndel e Hindlll. O
plasmideo e cada gene foram ligados através da utilizacdo da enzima Speedy ligase
(NZYTech), seguindo-se a transformacao de células competentes E. coli estirpe DH5a.
As células transformadas foram plaqueadas em meio s6lido LB com canamicina (30
ug/mL) e as caixas de Petri foram incubadas a 37°C para o crescimento dos clones. Os
clones resultantes foram crescidos em meio LB com canamicina (30 pg/mL) e o
plasmideo foi extraido como ja foi mencionado.

Mais uma vez, foi necessario digerir o plasmideo com as enzimas Ndel e HindllI
para confirmar se este contém o gene mak ou treS/mak. Finalmente, sendo os clones
positivos, foi necessario transformar células competentes E. coli estirpe BL-21 com este
plasmideo, que foram plaqueadas em meio sélido LB com canamicina (30 ug/mL). Os

clones resultantes foram positivos.

2.6 Estirpes, Condicdes de Crescimento e Expressao

As células de E.coli estirpe BL-21 que contém o plasmideo pET30a com o gene
mak ou treS/mak foram crescidas em erlenmeyers de 1L com 250 mL de meio LB com
canamicina (30 pg/mL), num agitador a 160 rpm e a 37°C até a fase exponencial de
crescimento (D.O.g10 = 0,8-1). Foi adicionado IPTG numa concentracdo final de 0,1
mM para induzir a expressdo do gene (mak ou treS/mak) e a temperatura foi reduzida
para 30°C. As células foram recolhidas 4 horas apés a inducdo através de centrifugacao
(10000 x g, 10 minutos, 4°C).
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2.7 Preparacao de Extractos

As células de E. coli estirpe BL-21 que conttm a Mak ou a TreS/Mak
recombinante foram ressuspendidas em 5 mL de tampdo Bis-tris propano (BTP) a 20
mM e pH 7. As células foram lisadas recorrendo a um sonicador, seguindo-se uma
centrifugacdo (13000 x g, 5 minutos, 4°C) para recolher a fraccdo soluvel de cada
extracto. A fracgdo soluvel foi dialisada durante 16 horas de modo a serem removidos
todos os metabolitos, para evitar a presenca de possiveis substratos para a Mak ou
TreS/Mak recombinantes. Para confirmar a expressdo dos genes em cada um dos
extractos obtidos e das respectivas fraccdes sollveis, foi efectuada uma electroforese em
gel de poliacrilamida com dodecilsulfato de sédio (SDS-PAGE) (Anexos, sec¢do 6.5).
O controlo negativo consistiu num extracto (e respectiva fraccao soltvel) obtido a partir

de um clone de E.coli estirpe BL-21 que continha o plasmideo pET30a vazio.

2.8 Ensaios Enzimaticos

2.8.1 Teste da Actividade das Maks

Para testar a actividade das enzimas Mak foram efectuadas reaccdes com um
volume total de 50 uL contendo 5 uL de fracgdo soluvel do extracto, 3 mM de maltose,
3 mM de ATP e 10 mM de MgCl, em 50 mM de BTP a pH 7. Estas reac¢des foram
incubadas a 37°C durante 10 minutos. O controlo negativo destas reac¢des consistiu em
adicionar agua destilada em vez da fraccéo soluvel do extracto.

Recorreu-se a cromatografia de camada fina (TLC) para a visualizacdo da sintese
de maltose-1-fosfato e o solvente utilizado era composto por acido acético/etil
acetato/dgua/amonia 25% (6:6:2:1, v/v) e o corante a-naftol/acido sulfurico foi utilizado
para revelar a TLC depois de incubagcdo a 120°C por alguns minutos. Os padrdes
utilizados foram ATP, ADP, maltose e trealose-6-fosfato, que foram utilizados para

efeitos de comparacéo.
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2.8.2 Teste da Actividade das TreSs/Maks

Para testar a actividade das enzimas TreS/Mak, foram efectuadas reac¢Ges com
um volume total de 50 uL, contendo 5 uL de fraccdo soluvel do extracto, maltose (3
mM e 5 mM) ou trealose (5 e 7,5 mM), 3 mM de ATP e 10 mM de MgCl, em 50 mM
de BTP a pH 7. Estas reacgdes foram incubadas a 37°C, tendo sido testados diferentes
periodos de tempo (5, 20 e 30 minutos e 1 hora) para tentar verificar a formacéo de
maltose-1-fosfato. O controlo negativo destas reac¢des consistiu em adicionar agua
destilada em vez da fraccédo soltvel do extracto em algumas das reaccdes, mas também
foi utilizada a fraccdo solUvel do extracto de E. coli BL-21 com o plasmideo pET30a
vazio. Foi utilizado o mesmo solvente e 0os mesmos padrBes, tendo sido incluida

também a trealose como padréo.

2.9 Especificidade de Substratos

2.9.1 Especificidade das Maks por Substratos

Para determinar a especificidade de substratos das diferentes Maks, utilizaram-se
glucose, galactose, manose, maltose, isomaltose, trealose, maltotriose, isomaltotriose,
maltotetraose, maltopentaose e maltoheptaose como possiveis aceitadores de fosfato e
ATP, GTP e UTP como possiveis dadores de fosfato (todos da Sigma-Aldrich).

A sequéncia de aminoacidos da Mak apresenta considerdvel identidade com
sequéncias de aminoglicosideo fosfotransferases putativas. Por este motivo, também foi
testada a actividade de aminoglicosideo fosfotransferase através da utilizacdo dos
antibidticos aminoglicosideos gentamicina (A.G. Scientific), canamicina (NZYTech),
higromicina B (Sigma-Aldrich) e estreptomicina (Sigma-Aldrich) como possiveis
aceitadores de fosfato. As reacgdes decorreram num volume total de 50 uL, contendo 5
uL de fraccdo solavel do extracto, 3 mM de aceitador de fosfato, 3 mM de dador de
fosfato e 10 mM de MgCl,; em 50 mM de BTP a pH 7. Estas reac¢0es foram incubadas
a 37°C durante 10 minutos. O controlo negativo consistiu na fraccao soltvel do extracto
de E. coli BL-21 com o plasmideo pET30a vazio. Os produtos foram visualizados

recorrendo a TLC, como ja foi mencionado.

34



2.9.2 Especificidade das TreSs/Maks por Substratos

Para determinar a especificidade de substratos das diferentes TreSs/Maks, foram
efectuadas as mesmas reaccOes utilizadas para as diferentes Maks, com excepcao do

tempo de incubacgéo a 37°C, que consistiu em 20 minutos.

2.10 Identificacdo de um composto desconhecido por Ressonancia

Magnética Nuclear

Em algumas reac¢des com a enzima TreS/Mak de P. fluorescens, verificAmos a
formacdo de um composto inesperado e desconhecido, uma vez que nao correspondeu a
nenhum dos padrdes utilizados. Foi decidido que seria necessario identificar o composto
por ressonancia magnética nuclear (RMN).

Foram efectuadas varias reac¢cGes com um volume total de 50 uL, contendo 5 uL
de fraccdo soltvel do extracto, 7,5 mM de trealose, 3 mM de ATP e 10 mM de MgCl,
em 50 mM de BTP a pH 7. Estas reacc¢des foram incubadas a 37°C durante 20 minutos.
Em seguida, foi realizada uma cromatografia preparativa, em que as reaccdes foram
aplicadas em placas de silica, juntamente com os padrées ATP, ADP, trealose, trealose-
6-fosfato e glucose. O solvente utilizado para a migracdo das misturas era composto por
acido acético/etil acetato/agua/amonia 25% (6:6:2:1, v/v) e o corante o-naftol/acido
sulfurico foi utilizado para corar apenas 0s padrdes e uma das reac¢des, tendo a restante
superficie da placa de TLC sido coberta com papel aluminio. Por comparacdo com uma
das reaccOes coradas, foi definida a zona ndo corada das placas onde se encontrava o
composto desconhecido, tendo esta zona sido delimitada para remocéo da silica com o
composto através da utilizacdo de uma espatula. Foi adicionada dgua ultra-pura a silica,
seguindo-se a homogeneizagdo com a espatula e um passo de centrifugacdo (9000 x g, 5
minutos, 4°C). O sobrenadante foi recolhido, congelado e liofilizado. Por fim, efectuou-
se a ressuspensdo da amostra em D,0.

Posteriormente, os espectros de RMN foram adquiridos num espectrometro
Varian VNMRS 600 MHz, utilizando uma sonda de 3 mm de deteccdo indirecta, no
caso do protdo, e uma sonda 3 mm de banda larga no caso do fésforo-31. O espectro de

protdo (*H) consistiu na acumulacdo de 160 transientes utilizando um pulso de leitura de
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radiofrequéncias de 45° e um tempo de aquisi¢do de 3 segundos a definir uma largura
espectral de 7,2 kHz. O espectro de fosforo-31 (*'P) requereu a acumulagéo de 500
transientes, utilizando-se um pulso de leitura de 45° e um tempo de aquisi¢do de 0,5
segundos a definir uma largura espectral de 10 kHz. Funcdes Lorentzianas de

apodizacao foram aplicadas antes de proceder a transformacéo de Fourier para melhoria

da razdo sinal ruido.
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Capitulo 3: Resultados e Discussao

37



3.1 Identificacdo e Analise de Sequéncias das Enzimas Mak e TreS ou

TreS/Mak em diferentes Microrganismos

A filogenética envolve o desenvolvimento de métodos para reconstruir relagdes a
nivel evolutivo entre 0s organismos, genes ou enzimas, bem como a aplicacdo destes
métodos na construcdo de arvores filogenéticas com o0s organismos em estudo. As
arvores filogenéticas podem ser construidas com base em dados morfologicos ou dados
moleculares (sequéncias de nucledtidos ou de aminoacidos) (Li, 2008).

Foram construidas arvores filogenéticas com sequéncias das Maks, TreSs e
TreS/Maks de diferentes microrganismos. Estas sequéncias foram adquiridas através de
alinhamentos de sequéncias no NCBI, como descrito em Materiais e Métodos. Na
Figura 1 estd representada uma destas arvores, que compardmos com uma arvore
filogenética construida a partir das sequéncias do gene do RNA ribossomal 16S de
procariotas (Figura 2).

Embora uma andlise mais profunda que possa clarificar a origem e evolucdo das
enzimas TreS e Mak esteja fora do ambito deste trabalho, construimos arvores
filogenéticas para inferir das relacbes de proximidade entre as sequéncias destas
enzimas disponiveis nas bases de dados e assim selecionar algumas representantes de
grupos filogenéticos ébvios para a analise de validacdo de funcéo.

Propomos que as enzimas TreS e Mak ja se encontravam no antepassado comum
entre as arqueias e as bactérias na forma ndo fundida e que permaneceram na forma néo
fundida em todas as actinobactérias, com excepcdo de Rubrobacter xylanophilus, que
possivelmente perdeu os genes que codificam estas enzimas e terd voltado a recupera-
los numa eventual troca lateral de genes com uma proteobactéria ndo identificada. Nos
restantes grupos de bactérias que apresentam as enzimas TreS e Mak, estas encontram-
se na forma fundida, excepto em Stigmatella aurantiaca (&-proteobacteria). Este
microrganismo provavelmente adquiriu 0s genes que codificam as enzimas através de

troca lateral de genes com outro microrganismo com enzimas nédo fundidas.
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Figura 2: Arvore filogenética construida pela analise comparativa de mais de 600 sequéncias do
gene do RNA ribossomal 16S, ilustrando os principais grupos filogenéticos das bactérias. A
preto estdo representados os 12 grupos filogenéticos originais, a branco estdo representados 0s
14 grupos filogenéticos com representantes cultivados reconhecidos desde 1987 e a cinzento
estdo representados os 26 grupos filogenéticos candidatos que ndo apresentam representantes

cultivados conhecidos. Adaptado de Rappé & Giovannoni, 2003.

A partir da Figura 1, tentdmos obter o0 méximo nimero de microrganismos ou 0
respectivo DNA gendmico possivel (pelo menos um microrganismo de cada grupo
taxondmico formado) para procedermos ao estudo de enzimas Mak e TreS/Mak em
microrganismos de diferentes grupos filogenéticos, de modo a confirmar a sua funcéo.
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3.2 Amplificacao e Clonagem dos Genes mak e treS/mak

De modo a estudarmos as enzimas Mak e TreS/Mak nos diferentes grupos
taxondmicos, partimos do DNA cromossémico de diferentes microrganismos para
amplificar e clonar os genes mak e treS/mak em E. coli com o intuito de sobreexpressar
as enzimas. E importante referir que, no caso dos genes treS/mak fundidos, também
pretendiamos amplificar e clonar apenas o dominio mak. Os genes mak e treS/mak que
foram amplificados e clonados com sucesso encontram-se na Tabela 4. Infelizmente,
ndo foi possivel amplificar e clonar todos os genes pretendidos devido a limitagOes

temporais.

Tabela 4: Genes mak e treS/mak de diferentes microrganismos que se pretendiam amplificar e
clonar, estando assinalados com um visto os genes que foram amplificados e clonados com
sucesso.

Microrganismo _Gene de nge Gene
interesse amplificado clonado
Actinosynnema mirum mak v

) ] mak - -

Arthrospira maxima treS/mak - -
Corynebacterium glutamicum mak v v
mak v v

Dyadobacter fermentans treS/mak ~ -
Geodermatophilus obscurus mak v v
Kineococcus radiotolerans mak v v

] mak - -

Opitutus terrae treS/mak - -
Picrophilus torridus mak v'* v

mak 4 v

Pseudomonas fluorescens reSimak " "z

) ) mak v v

Spirosoma linguale treS/mak - -
Stigmatella aurantiaca mak v v

Streptomyces viridochromogenes mak v -

* O gene mak de P. torridus foi amplificado e clonado em pET30a por Vitor Carmona.
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3.3 Maltocinases

3.3.1 Expresséo dos genes mak

Ap0s o crescimento e a lise dos clones de E. coli com os genes mak e a preparacao
de extractos celulares, procedemos a analise da expressdo das respectivas enzimas
através de SDS-PAGE. Em relacdo aos clones com os genes mak de Kineococcus
radiotolerans, Picrophilus torridus, Pseudomonas fluorescens e Stigmatella aurantiaca,
verificAmos a expressdo das respectivas enzimas nas frac¢bes sollveis dos extractos
correspondentes (Figura 3). As enzimas Mak de K. radiotolerans, P. torridus e S.
aurantiaca e o dominio Mak da enzima TreS/Mak de P. fluorescens apresentaram pesos

moleculares de 48 kDa, 50 kDa, 48 kDa e 60 kDa, respectivamente.

Figura 3: Gel de SDS-PAGE, ilustrando as bandas correspondentes as enzimas maltocinase de
K. radiotolerans, P. torridus, S. aurantiaca e dominio Mak da enzima TreS/Mak de P.
fluorescens, que estdo assinaladas pelas setas vermelhas. Legenda: 1 - Fraccdo sollvel do
extracto com a Mak de P. torridus; 2 - Fraccdo sollvel do extracto com a Mak de S. aurantiaca;
3 - Fraccéo soltvel do extracto com a Mak de K. radiotolerans; 4 - Fraccao solGvel do extracto
com o dominio Mak da enzima TreS/Mak de P. fluorescens; 5 - Controlo (frac¢do soltvel do
extracto de E. coli BL21 com o vector pET30a vazio); 6 - Marcador de pesos moleculares.

No caso do clone com o gene mak de Dyadobacter fermentans, verificamos que
ocorreu sobreexpressdo da enzima correspondente no extracto total pela presenca de
uma banda muito intensa no gel, com um peso molecular de aproximadamente 50 kDa.
Contudo, esta banda nédo se encontra na fraccdo soltvel deste extracto (Figura 4), ou
seja, a enzima precipitou e formou corpos de inclusdo. Sdo varios 0s motivos que

podem levar a formagdo de corpos de inclusdo. Por exemplo, a enzima pode ndo ter
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adquirido a conformacéo correcta ou pode ser instavel, uma vez que foi expressa num
sistema heter6logo. Alternativamente, o gene mak de D. fermentans que foi clonado
podia conter erros (sequencia ndo foi confirmada), e levar a expressdo de uma proteina
mutante que podia resultar numa conformacao incorrecta e precipitacao.

Relativamente aos clones com os genes mak de Corynebacterium glutamicum,
Geodermatophilus obscurus e Spirosoma linguale, ndo observdmos bandas
correspondentes as enzimas Mak nos extractos totais nem nas fraccGes sollveis
correspondentes (Figuras 4 e 5). Deste modo, ndo foi possivel observar a expressao das
enzimas Mak de C. glutamicum, G. obscurus e S. linguale. Por um lado, o facto de os
microrganismos C. glutamicum e G. obscurus serem filogeneticamente distantes de E.
coli podera dificultar a expressdao de genes destes microrganismos em E. coli devido a
diferentes preferéncias ao nivel da utilizacdo de coddes. Por outro lado, o gene mak de
S. linguale que foi clonado corresponde apenas ao segmento mak de um gene fundido
treS/mak, o que podera ter consequéncias ao nivel da expressdo. Em ultima instancia, 0s
genes mak destes trés microrganismos podiam apresentar erros, impossibilitando a

traducdo dos mesmos em enzimas Vviaveis.

Figura 4: Gel de SDS-PAGE com extractos totais e fracces sollveis dos clones com o0s genes
mak de S. linguale e D. fermentans. A banda correspondente a enzima Mak de D. fermentans
esta assinalada pela seta vermelha. Legenda: 1 - Marcador de pesos moleculares; 2 - Extracto
total do clone com o gene mak de S. linguale; 3 - Fraccdo soltvel do extracto do clone com o
gene mak de S. linguale; 4 - Extracto total do clone com o gene mak de D. fermentans; 5 -
Fraccdo soltvel do extracto do clone com o gene mak de D. fermentans; 6 - Controlo (extracto
total de E. coli BL21 com o vector pET30a vazio); 7 - Controlo (fraccdo soltvel do extracto de
E. coli BL21 com o vector pET30a vazio).
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Figura 5: Gel de SDS-PAGE com extractos totais e frac¢bes sollveis dos clones com 0s genes
mak de C. glutamicum e G. obscurus. Legenda: 1 - Marcador de pesos moleculares; 2 - Extracto
total do clone com o gene mak de C. glutamicum; 3 - Fraccédo sollvel do extracto do clone com
0 gene mak de C. glutamicum; 4 - Extracto total do clone com o gene mak de G. obscurus; 5 -
Frac¢do soltvel do extracto do clone com o gene mak de G. obscurus; 6 - Controlo (extracto
total de E. coli BL21 com o vector pET30a vazio); 7 - Controlo (fraccdo soltvel do extracto de
E. coli BL21 com o vector pET30a vazio).

3.3.2 Actividade das Maks

Seguidamente, foram realizados ensaios enzimaticos com as frac¢des soluveis dos
extractos celulares com o objectivo de averiguar se as enzimas Mak efectuavam a
reaccao esperada, ou seja, a producdo de maltose-1-fosfato e ADP a partir de maltose e
ATP. As enzimas Mak de K. radiotolerans, P. torridus, S. aurantiaca e o dominio Mak
da TreS/Mak de P. fluorescens apresentaram a actividade esperada, uma vez que
sintetizaram maltose-1-fosfato e ADP a partir de maltose e ATP (Figuras 6 e 7).

Apesar de ndo ter sido possivel observar a expressdao das enzimas Mak de C.
glutamicum, G. obscurus e S. linguale, foram também realizados ensaios enziméaticos
com as fraccBes sollveis dos extractos correspondentes. Tal como esperado, nédo

verificAmos a producéo de maltose-1-fosfato nestes ensaios (Figuras 6 e 7).
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Figura 6: Produtos de reacc@es visualizados por TLC para o teste da actividade das enzimas
Mak de P. torridus e C. glutamicum, como descrito anteriormente em Materiais e Métodos. M-
1-P - Maltose-1-fosfato; T-6-P - Trealose-6-fosfato. Padroes: 1 - ATP; 2 - Maltose; 3 - Trealose-
6-fosfato; 4 - ADP. Reacgdes: 5 - Fraccéo soluvel do extracto do clone com o gene mak de P.
torridus; 6 - Controlo; 7 - Frac¢do solUvel do extracto do clone com o gene mak de C.
glutamicum; 8 - Controlo. Controlos: referem-se a reac¢do anterior e consistiram em tudo
excepto a fracgdo soltvel do extracto.
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Figura 7: Produtos de reacgdes visualizados por TLC para o teste da actividade das enzimas
Mak de P. fluorescens, C. glutamicum, G. obscurus, S. linguale, D. fermentans, K.
radiotolerans e S. aurantiaca, como descrito anteriormente em Materiais e Métodos. M-1-P -
Maltose-1-fosfato; T-6-P - Trealose-6-fosfato. Padrdes: 1 - ATP; 2 - ADP; 3 - Maltose; 4 -
Trealose; 5 - Trealose-6-fosfato. Reac¢des: 6 - Fracgdo soltvel do extracto do clone com o gene
mak de P. fluorescens; 7 - Controlo; 8 - Frac¢do sollvel do extracto do clone com o gene mak
de C. glutamicum; 9 - Controlo; 10 - Fracgdo solvel do extracto do clone com o gene mak de
G. obscurus; 11 - Controlo; 12 - Fraccdo soltvel do extracto do clone com o gene mak de S.
linguale; 13 - Controlo. Padrbes: 14 - ATP; 15 - ADP; 16 - Maltose; 17 - Trealose-6-fosfato.
Reacc0es: 18 - Fraccdo soluvel do extracto do clone com o gene mak de D. fermentans; 19 -
Controlo; 20 - Fracgdo soluvel do extracto do clone com o gene mak de K. radiotolerans; 21 -
Controlo; 22 - Fracgdo soluvel do extracto do clone com o gene mak de S. aurantiaca; 23 -
Controlo. Controlos: referem-se a reac¢do anterior e consistiram em tudo excepto a fraccao
soltvel do extracto.
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3.3.3 Especificidade de substratos das Maks

Posteriormente, foram realizadas reacgdes com diferentes dadores e aceitadores de
grupos fosfato de modo a determinar a especificidade de substratos das diferentes
enzimas Mak que apresentaram a actividade esperada. As enzimas aminoglicosideo
fosfotransferases fosforilam antibi6ticos aminoglicosideos, conferindo resisténcia aos
mesmos nos organismos que as contém. Como as enzimas Mak e as aminoglicosideo
fosfotransferases partilham identidade de aminodacidos significativa (Mendes et al.,
2010), foi também testada a actividade de aminoglicosideo fosfotransferase destas
enzimas através de reacgdes com diferentes antibioticos aminoglicosideos, de modo a

verificarmos se as enzimas Mak conferem resisténcia a estas moléculas.

3.3.3.1 Mak de K. radiotolerans

Para além de utilizar ATP como dador de grupos fosfato, a enzima Mak de K.
radiotolerans também utilizou GTP e UTP com eficiéncia para a sintese de maltose-1-
fosfato (Figura 9). Verificamos ainda actividade residual para os aceitadores de grupos
fosfato maltotriose e maltotetraose (Figuras 8 e 9). Aparentemente, esta enzima nao
utiliza os restantes aceitadores de grupos fosfato testados (Figura 8, 9 e 10). N&o foi
detectada actividade nas reac¢des com os antibidticos aminoglicosideos gentamicina,
canamicina, higromicina B e estreptomicina (Figura 11), sendo pouco provavel que esta
enzima confira resisténcia a estas moléculas de forma semelhante ao que acontece com

outras Maks j& caracterizadas (Mendes et al. 2010; Jarling et al. 2004).
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Figura 8: Produtos de reacgdes visualizados por TLC para determinar a especificidade de
substratos da enzima Mak de K. radiotolerans, como descrito em Materiais e Métodos. M-1-P -
Maltose-1-fosfato; T-6-P - Trealose-6-fosfato; AR - Actividade residual. Reacgdes: 1 - Maltose
e ATP; 2 - Controlo; 3 - Glucose e ATP; 4 - Controlo; 5 - Manose e ATP; 6 - Controlo; 7 -
Trealose e ATP; 8 - Controlo; 9 - Maltotriose e ATP; 10 - Controlo. Padroes: 11 - ATP; 12 -
ADP; 13 - Maltose; 14 - Trealose-6-fosfato; 15 - Glucose; 16 - Manose; 17 - Trealose; 18 -
Maltotriose. Controlos: referem-se a reaccdo anterior e consistiram na utilizacdo da fracgdo
soltvel do extracto de E. coli BL-21 com o vector pET30a vazio.
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Figura 9: Produtos de reacgdes visualizados por TLC para determinar a especificidade de
substratos da enzima Mak de K. radiotolerans, como descrito em Materiais e Métodos. M-1-P -
Maltose-1-fosfato; T-6-P - Trealose-6-fosfato; AR - Actividade residual. Reaccdes: 1 - Maltose
e ATP; 2 - Controlo; 3 - Maltotetraose e ATP; 4 - Controlo; 5 - Isomaltotriose e ATP; 6 -
Controlo; 7 - Maltose e GTP; 8 - Controlo. Padrdes: 9 - ATP; 10 - ADP; 11 - Maltose; 12 -
Trealose-6-fosfato; 13 - Maltotetraose; 14 - Isomaltotriose; 15 - GTP; 16 - ATP; 17 - ADP; 18 -
Maltose; 19 - Trealose-6-fosfato; 20 - UTP. Reacgdes: 21 - Maltose e ATP; 22 - Controlo; 23 -
Maltose e UTP; 24 - Controlo. Controlos: referem-se & reaccdo anterior e consistiram na
utilizagdo da fraccdo soltvel do extracto de E. coli BL-21 com o vector pET30a vazio.
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Figura 10: Produtos de reaccdes visualizados por TLC para determinar a especificidade de
substratos da enzima Mak de K. radiotolerans, como descrito em Materiais e Métodos. M-1-P -
Maltose-1-fosfato; T-6-P - Trealose-6-fosfato. Padrdes: 1 - ATP; 2 - ADP; 3 - Maltose; 4 -
Trealose-6-fosfato; 5 - Galactose; 6 - Isomaltose; 7 - Maltopentaose; 8 - Maltoheptaose.
Reacgdes: 9 - Maltose e ATP; 10 - Controlo; 11 - Galactose e ATP; 12 - Controlo; 13 -
Isomaltose e ATP; 14 - Controlo; 15 - Maltopentaose e ATP; 16 - Controlo; 17 - Maltoheptaose
e ATP; 18 - Controlo. Controlos: referem-se & reacgdo anterior e consistiram na utilizacdo da
fracgdo soluvel do extracto de E. coli BL-21 com o vector pET30a vazio.
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Figura 11: Produtos de reaccdes visualizados por TLC para determinar a especificidade de
substratos da enzima Mak de K. radiotolerans, como descrito em Materiais e Métodos. M-1-P -
Maltose-1-fosfato; T-6-P - Trealose-6-fosfato; Can - Canamicina; Gent - Gentamicina; Hig B -
Higromicina B; Estrep - Estreptomicina. Padrdes: 1 - ATP; 2 - ADP; 3 - Maltose; 4 - Trealose-
6-fosfato; 5 - Canamicina; 6 - Gentamicina; 7 - Higromicina B; 8 - Estreptomicina. Reac¢des: 9
- Maltose e ATP; 10 - Controlo; 11 - Canamicina e ATP; 12 - Controlo; 13 - Gentamicina e
ATP; 14 - Controlo; 15 - Higromicina B e ATP; 16 - Controlo; 17 - Estreptomicina e ATP; 18 -
Controlo. Controlos: referem-se a reaccao anterior e consistiram na utilizacdo da fraccdo soltvel
do extracto de E. coli BL-21 com o vector pET30a vazio.
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3.3.3.2 Mak de P. torridus

A enzima Mak de P. torridus também utilizou GTP e UTP como dadores de
grupos fosfato para a producdo de maltose-1-fosfato (Figura 13). Para além da maltose,
esta enzima ndo parece utilizar outros aceitadores de grupos fosfato testados (Figuras
12, 13 e 14). Em relacdo as reac¢Ges com os antibidticos aminoglicosideos gentamicina,
canamicina, higromicina B e estreptomicina, ndo detectdmos actividade (Figura 15) e
provavelmente esta enzima ndo apresenta actividade para qualquer aminoglicosideo, tal

como outras Maks ja caracterizadas (Mendes et al. 2010; Jarling et al. 2004).
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Figura 12: Produtos de reacgdes visualizados por TLC para determinar a especificidade de
substratos da enzima Mak de P.torridus, como descrito em Materiais e Métodos. M-1-P -
Maltose-1-fosfato; T-6-P - Trealose-6-fosfato. Reaccbes: 1 - Maltose e ATP; 2 - Controlo; 3 -
Glucose e ATP; 4 - Controlo; 5 - Manose e ATP; 6 - Controlo; 7 - Trealose e ATP; 8 - Controlo;
9 - Maltotriose e ATP; 10 - Controlo. Padrdes: 11 - ATP; 12 - ADP; 13 - Maltose; 14 -
Trealose-6-fosfato; 15 - Glucose; 16 - Manose; 17 - Trealose; 18 - Maltotriose. Controlos:
referem-se a reaccdo anterior e consistiram na utilizacdo da fraccdo sollvel do extracto de E.
coli BL-21 com o vector pET30a vazio.
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Figura 13: Produtos de reacgdes visualizados por TLC para determinar a especificidade de
substratos da enzima Mak de P.torridus, como descrito em Materiais e Métodos. M-1-P -
Maltose-1-fosfato; T-6-P - Trealose-6-fosfato. Reacc¢bes: 1 - Maltose e ATP; 2 - Controlo; 3 -
Maltotetraose e ATP; 4 - Controlo; 5 - Isomaltotriose e ATP; 6 - Controlo; 7 - Maltose e GTP; 8
- Controlo. Padrdes: 9 - ATP; 10 - ADP; 11 - Maltose; 12 - Trealose-6-fosfato; 13 -
Maltotetraose; 14 - Isomaltotriose; 15 - GTP; 16 - ATP; 17 - ADP; 18 - Maltose; 19 - Trealose-
6-fosfato; 20 - UTP. Reacgles: 21 - Maltose e ATP; 22 - Controlo; 23 - Maltose e UTP; 24 -
Controlo. Controlos: referem-se a reac¢do anterior e consistiram na utilizacéo da fraccdo soluvel
do extracto de E. coli BL-21 com o vector pET30a vazio.
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Figura 14: Produtos de reaccdes visualizados por TLC para determinar a especificidade de
substratos da enzima Mak de P.torridus, como descrito em Materiais € Métodos. M-1-P -
Maltose-1-fosfato; T-6-P - Trealose-6-fosfato. Padrbes: 1 - ATP; 2 - ADP; 3 - Maltose; 4 -
Trealose-6-fosfato; 5 - Galactose; 6 - Isomaltose; 7 - Maltopentaose; 8 - Maltoheptaose.
Reacgdes: 9 - Maltose e ATP; 10 - Controlo; 11 - Galactose e ATP; 12 - Controlo; 13 -
Isomaltose e ATP; 14 - Controlo; 15 - Maltopentaose e ATP; 16 - Controlo; 17 - Maltoheptaose
e ATP; 18 - Controlo. Controlos: referem-se & reacgdo anterior e consistiram na utilizagdo da
fraccédo soluvel do extracto de E. coli BL-21 com o vector pET30a vazio.
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Figura 15: Produtos de reaccdes visualizados por TLC para determinar a especificidade de
substratos da enzima Mak de P.torridus, como descrito em Materiais e Métodos. M-1-P -
Maltose-1-fosfato; T-6-P - Trealose-6-fosfato; Can - Canamicina; Gent - Gentamicina; Hig B -
Higromicina B; Estrep - Estreptomicina. Padrdes: 1 - ATP; 2 - ADP; 3 - Maltose; 4 - Trealose-
6-fosfato; 5 - Canamicina; 6 - Gentamicina; 7 - Higromicina B; 10 - Estreptomicina. Reaccdes:
8 - Maltose e ATP; 9 - Controlo; 11 - Canamicina e ATP; 12 - Controlo; 13 - Gentamicina e
ATP; 14 - Controlo; 15 - Higromicina B e ATP; 16 - Controlo; 17 - Estreptomicina e ATP; 18 -
Controlo. Controlos: referem-se a reac¢ao anterior e consistiram na utilizacdo da fraccdo soluvel
do extracto de E. coli BL-21 com o vector pET30a vazio.

3.3.3.3 Dominio Mak de P. fluorescens

O dominio Mak da enzima TreS/Mak de P. fluorescens utilizou eficientemente
GTP e UTP como dadores de grupos fosfato, sendo gerada maltose-1-fosfato, para além
de ATP (Figura 17). A utilizacdo dos aceitadores de grupos fosfato glucose, maltotriose
e maltotetraose resultou em actividade residual (Figuras 16 e 17). Aparentemente, esta
enzima ndo utiliza os restantes aceitadores de grupos fosfato testados (Figura 16, 17 e
18). Também ndo detectdmos actividade nas reacgBes com o0s antibioticos

aminoglicosideos gentamicina, canamicina, higromicina B e estreptomicina (Figura 19).
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Figura 16: Produtos de reaccdes visualizados por TLC para determinar a especificidade de
substratos do dominio Mak da enzima TreS/Mak de P. fluorescens, como descrito em
Materiais e Métodos. M-1-P - Maltose-1-fosfato; T-6-P - Trealose-6-fosfato; AR - Actividade
residual. Reac¢fes: 1 - Maltose e ATP; 2 - Controlo; 3 - Glucose e ATP; 4 - Controlo; 5 -
Manose e ATP; 6 - Controlo; 7 - Trealose e ATP; 8 - Controlo; 9 - Maltotriose e ATP; 10 -
Controlo. Padrdes: 11 - ATP; 12 - ADP; 13 - Maltose; 14 - Trealose-6-fosfato; 15 - Glucose; 16
- Manose; 17 - Trealose; 18 - Maltotriose. Controlos: referem-se a reac¢do anterior e
consistiram na utilizagdo da fraccdo solvel do extracto de E. coli BL-21 com o vector pET30a
vazio.
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Figura 17: Produtos de reaccdes visualizados por TLC para determinar a especificidade de
substratos do dominio Mak da enzima TreS/Mak de P. fluorescens, como descrito em
Materiais e Métodos. M-1-P - Maltose-1-fosfato; T-6-P - Trealose-6-fosfato; AR - Actividade
residual. Reaccbes: 1 - Maltose e ATP; 2 - Controlo; 3 - Maltotetraose e ATP; 4 - Controlo; 5 -
Isomaltotriose e ATP; 6 - Controlo; 7 - Maltose e GTP; 8 - Controlo. Padrdes: 9 - ATP; 10 -
ADP; 11 - Maltose; 12 - Trealose-6-fosfato; 13 - Maltotetraose; 14 - Isomaltotriose; 15 - GTP;
16 - ATP; 17 - ADP; 18 - Maltose; 19 - Trealose; 20 - Trealose-6-fosfato; 21 - UTP. Reacc¢0es:
22 - Maltose e ATP; 23 - Controlo; 24 - Maltose e UTP; 25 - Controlo. Controlos: referem-se a
reaccdo anterior e consistiram na utilizacdo da fraccao soltvel do extracto de E. coli BL-21 com
0 vector pET30a vazio.
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Figura 18: Produtos de reaccdes visualizados por TLC para determinar a especificidade de
substratos do dominio Mak da enzima TreS/Mak de P. fluorescens, como descrito em
Materiais e Métodos. M-1-P - Maltose-1-fosfato; T-6-P - Trealose-6-fosfato. Padroes: 1 - ATP;
2 - ADP; 3 - Maltose; 4 - Trealose-6-fosfato; 5 - Galactose; 6 - Isomaltose; 7 - Maltopentaose; 8
- Maltoheptaose. Reacgdes: 9 - Maltose e ATP; 10 - Controlo; 11 - Galactose e ATP; 12 -
Controlo; 13 - Isomaltose e ATP; 14 - Controlo; 15 - Maltopentaose e ATP; 16 - Controlo; 17 -
Maltoheptaose e ATP; 18 - Controlo. Controlos: referem-se a reac¢do anterior e consistiram na
utilizagdo da fraccdo soltvel do extracto de E. coli BL-21 com o vector pET30a vazio.
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Figura 19: Produtos de reaccdes visualizados por TLC para determinar a especificidade de
substratos do dominio Mak da enzima TreS/Mak de P. fluorescens, como descrito em
Materiais e Métodos. M-1-P - Maltose-1-fosfato; T-6-P - Trealose-6-fosfato; Can - Canamicina;
Gent - Gentamicina; Hig B - Higromicina B; Estrep - Estreptomicina. Padrfes: 1 - ATP; 2 -
ADP; 3 - Maltose; 4 - Trealose-6-fosfato; 5 - Canamicina; 6 - Gentamicina; 7 - Higromicina B;
8 - Estreptomicina. Reacgles: 9 - Maltose e ATP; 10 - Controlo; 11 - Canamicina e ATP; 12 -
Controlo; 13 - Gentamicina e ATP; 14 - Controlo; 15 - Higromicina B e ATP; 16 - Controlo; 17
- Estreptomicina e ATP; 18 - Controlo. Controlos: referem-se & reacgdo anterior e consistiram
na utilizacéo da fracgdo sollvel do extracto de E. coli BL-21 com o vector pET30a vazio.

53



3.3.3.4 Mak de S. aurantiaca

Tal como as enzimas até agora referidas, a enzima Mak de S. aurantiaca utilizou
GTP e UTP como dadores de grupos fosfato, sendo sintetizada maltose-1-fosfato, para
além de ATP (Figura 21). Esta enzima ndo parece utilizar os aceitadores de grupos
fosfato testados (Figuras 20, 21 e 22), para além de maltose. Relativamente as reac¢des
com o0s antibidticos aminoglicosideos gentamicina, canamicina, higromicina B e
estreptomicina, ndo foi detectada actividade (Figura 23), tal como nas enzimas

anteriores.
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Figura 20: Produtos de reacgdes visualizados por TLC para determinar a especificidade de
substratos da enzima Mak de S. aurantiaca, como descrito em Materiais e Métodos. M-1-P -
Maltose-1-fosfato; T-6-P - Trealose-6-fosfato. Reaccbes: 1 - Maltose e ATP; 2 - Controlo; 3 -
Glucose e ATP; 4 - Controlo; 5 - Manose e ATP; 6 - Controlo; 7 - Trealose e ATP; 8 - Controlo;
9 - Maltotriose e ATP; 10 - Controlo. Padrdes: 11 - ATP; 12 - ADP; 13 - Maltose; 14 -
Trealose-6-fosfato; 15 - Glucose; 16 - Manose; 17 - Trealose; 18 - Maltotriose. Controlos:
referem-se & reaccdo anterior e consistiram na utilizagdo da fracgdo soltvel do extracto de E.
coli BL-21 com o vector pET30a vazio.

54



o wvee O - Vv

¥  Maltote-
Maltose traose

A
[ 2] “ l\;—l-P .' ' M-1-P

Maltose

! " 7

. Q I . Isomal- J . . e

& o totriose . ADP
M-1-P ' i t . t v

S ) T-6-P J T-6-P  M-1-P

ATP ATP
uTP
o B - 5. o * o & =
1 2 3 4 5 6 7 8 910 1112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

Figura 21: Produtos de reaccdes visualizados por TLC para determinar a especificidade de
substratos da enzima Mak de S. aurantiaca, como descrito em Materiais e Métodos. M-1-P -
Maltose-1-fosfato; T-6-P - Trealose-6-fosfato. Reacgdes: 1 - Maltose e ATP; 2 - Controlo; 3 -
Maltotetraose e ATP; 4 - Controlo; 5 - Isomaltotriose e ATP; 6 - Controlo; 7 - Maltose e GTP; 8
- Controlo. Padrdes: 9 - ATP; 10 - ADP; 11 - Maltose; 12 - Trealose-6-fosfato; 13 -
Maltotetraose; 14 - Isomaltotriose; 15 - GTP; 16 - ATP; 17 - ADP; 18 - Maltose; 19 - Trealose-
6-fosfato; 20 - UTP. Reacgles: 21 - Maltose e ATP; 22 - Controlo; 23 - Maltose e UTP; 24 -
Controlo. Controlos: referem-se a reaccdo anterior e consistiram na utilizacéo da fraccédo soltvel
do extracto de E. coli BL-21 com o vector pET30a vazio.
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Figura 22: Produtos de reaccdes visualizados por TLC para determinar a especificidade de
substratos da enzima Mak de S. aurantiaca, como descrito em Materiais e Métodos. M-1-P -
Maltose-1-fosfato; T-6-P - Trealose-6-fosfato. Padrbes: 1 - ATP; 2 - ADP; 3 - Maltose; 4 -
Trealose-6-fosfato; 5 - Galactose; 6 - Isomaltose; 7 - Maltopentaose; 8 - Maltoheptaose.
Reaccgdes: 9 - Maltose e ATP; 10 - Controlo; 11 - Galactose e ATP; 12 - Controlo; 13 -
Isomaltose e ATP; 14 - Controlo; 15 - Maltopentaose e ATP; 16 - Controlo; 17 - Maltoheptaose
e ATP; 18 - Controlo. Controlos: referem-se a reac¢do anterior e consistiram na utilizacdo da
fraccdo soluvel do extracto de E. coli BL-21 com o vector pET30a vazio.
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Figura 23: Produtos de reacgdes visualizados por TLC para determinar a especificidade de
substratos da enzima Mak de S. aurantiaca, como descrito em Materiais e Métodos. M-1-P -
Maltose-1-fosfato; T-6-P - Trealose-6-fosfato; Can - Canamicina; Gent - Gentamicina; Hig B -
Higromicina B; Estrep - Estreptomicina. Padrdes: 1 - ATP; 2 - ADP; 3 - Maltose; 4 - Trealose-
6-fosfato; 5 - Canamicina; 6 - Gentamicina; 7 - Higromicina B; 8 - Estreptomicina. Reaccdes: 9
- Maltose e ATP; 10 - Controlo; 11 - Canamicina e ATP; 12 - Controlo; 13 - Gentamicina e
ATP; 14 - Controlo; 15 - Higromicina B e ATP; 16 - Controlo; 17 - Estreptomicina e ATP; 18 -
Controlo. Controlos: referem-se a reac¢ao anterior e consistiram na utilizacéo da fraccdo soluvel
do extracto de E. coli BL-21 com o vector pET30a vazio.

Os resultados obtidos em relacdo a especificidade de substratos das enzimas Mak
de K. radiotolerans, P. torridus, P. fluorescens e S. aurantiaca encontram-se resumidos
na Tabela 5.

As enzimas Mak de K. radiotolerans, P. torridus, P. fluorescens e S. aurantiaca
apenas utilizaram eficientemente a maltose como aceitador de grupos fosfato, o que
também foi constatado para as enzimas Mak de A. missouriensis, S. coelicolor e M.
bovis BCG (Niehues et al., 2003; Jarling et al., 2004; Mendes et al., 2010). Foi ainda
detectada actividade residual com maltotriose e maltotetraose para a enzima Mak de K.
radiotolerans, e com glucose, maltotriose e maltotetraose para a enzima Mak de P.
fluorescens. Na caracterizacdo da enzima Mak de M. bovis BCG também foi verificada
actividade residual com maltotriose, maltotetraose, maltopentaose e maltoheptaose, ndo
tendo sido excluida a hipotese de ter ocorrido contaminagdo com maltose (Mendes et
al., 2010). No entanto, desconhecemos a razdo da utilizagdo de glucose de forma
residual pela enzima Mak de P. fluorescens, ja que este resultado ndo foi constatado

para outras enzimas Mak até ao momento.
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Em relacdo aos dadores de fosfato, averiguamos que as enzimas Mak de K.
radiotolerans, P. torridus, P. fluorescens e S. aurantiaca tinham a capacidade de
utilizar ATP, GTP e UTP com eficiéncia na producdo de maltose-1-fosfato, como se
observou para a Mak de M. bovis BCG (Mendes et al., 2010), e ao contrario das
enzimas Mak de A. missouriensis e S. coelicolor (Niehues et al., 2003; Jarling et al.,
2004). Esta flexibilidade ao nivel do aceitador de fosfato pode sugerir uma necessidade
de maltose-1-fosfato por parte destes microrganismos. Além disso, ndo foi detectada
actividade de aminoglicosideo fosfotransferase por parte das enzimas Mak de K.
radiotolerans, P. torridus, P. fluorescens e S. aurantiaca, o que estd de acordo com 0s
resultados obtidos para as enzimas Mak de S. coelicolor e M. bovis BCG (Jarling et al.,
2004; Mendes et al., 2010). Portanto, muitas aminoglicosideo fosfotransferases
putativas com significativa similaridade de sequéncia relativamente a maltocinases
encontram-se provavelmente anotadas de forma incorrecta e podem alternativamente
desempenhar actividade de maltocinase.

Infelizmente, ndo foi possivel realizar um estudo mais detalhado relativamente as
propriedades destas enzimas como inicialmente se pretendia devido a limitacGes a nivel
de tempo. Contudo, podemos concluir que as enzimas Mak de K. radiotolerans, P.
torridus, P. fluorescens e S. aurantiaca apresentam actividade de maltocinase in vitro,
uma vez que verificamos a producdo de maltose-1-fosfato e ADP a partir de maltose e
ATP (GTP e UTP) por cada uma delas.
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Tabela 5: Resumo da determinacdo da especificidade de substratos das maltocinases de K.
radiotolerans, P. torridus, P. fluorescens e S. aurantiaca. Os substratos (aceitadores e dadores
de grupos fosfato) utilizados pelas enzimas encontram-se assinalados com um visto.

Utilizacao pela Utilizagdo Utilizacdo Utilizacdo

Substrato Mak de pela Mak de pela Mak de  pela Mak de

K. radiotolerans P. torridus P. fluorescens S. aurantiaca
Glucose - - AR -
Galactose - - - -
Manose - - - -
Maltose v v v 4
Isomaltose - - - -
Trealose - - - -
Maltotriose AR - AR -
Isomaltotriose - - - -
Maltotetraose AR - AR -
Maltopentaose - - - -
Maltoheptaose - - - -
ATP v v v v
GTP v v v v
UTP v v v v
Gentamicina - - - -
Canamicina - - - -
Estreptomicina - - - -
Higromicina B - - - -

AR - Actividade residual
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3.4 Trealose sintases/Maltocinases

3.4.1 Expresséo do gene treS/mak de Pseudomonas fluorescens

O gene de fusdo treS/mak de P. fluorescens foi clonado e expresso com sucesso
em E. coli. Ap6s o crescimento e a lise do respectivo clone e a preparacdo de extractos
celulares, analisamos a expressdo da enzima TreS/Mak de P. fluorescens através de
SDS-PAGE. Observamos na fraccdo soluvel do extracto, uma banda com
aproximadamente 120 kDa (Figura 24), que corresponde a massa esperada para o
monomero desta enzima. Portanto, a enzima TreS/Mak de P. fluorescens foi expressa
COM SuCesso.
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Figura 24: Gel de SDS-PAGE, ilustrando a banda correspondente a enzima TreS/Mak de P.
fluorescens, que esta assinalada pela seta vermelha. Legenda: 1 - Fracgdo sollvel do extracto
com a TreS/Mak de P. fluorescens; 2 - Controlo (fraccdo soltvel do extracto de E. coli BL21
com o vector pET30a vazio); 3 - Marcador de pesos moleculares.

3.4.2 Actividade da TreS/Mak de P. fluorescens

Posteriormente, foram efectuados ensaios enziméaticos com a frac¢do soluvel do
extracto celular com o intuito de verificar se a enzima TreS/Mak de P. fluorescens
realizava a reaccao esperada, isto é, a sintese de maltose-1-fosfato directamente a partir
de trealose (na presenga de ATP ou outro dador de fosfato). Apesar de ja se ter

detectado a formacdo de maltose-1-fosfato pelo dominio Mak desta enzima, realizamos

59



novamente ensaios enzimaticos com a forma bifuncional para testar esta actividade e
verificar se a fungdo Mak se mantinha presente.

Os resultados destes ensaios foram totalmente inesperados porque néo foi possivel
observar sintese de maltose-1-fosfato pela enzima bifuncional a partir de trealose e ATP
nem a partir de maltose e ATP (que ja tinha sido verificada no dominio Mak expresso
anteriormente), apesar de terem sido testadas diferentes concentragcbes de maltose e
trealose e diferentes periodos de tempo. Nas TLCs com 0s ensaios com trealose e ATP,
verificamos a formacgdo de um spot novo (Figura 25) que se localiza abaixo do spot
correspondente ao ATP e que ndo corresponde a nenhum dos padrdes utilizados,
tratando-se de um composto novo. Nestas reaccdes o ATP é completamente consumido.
Para além deste spot, nos ensaios com trealose e ATP observamos ainda a formacéo de
um outro spot, que se localiza acima da maltose e que também ndo corresponde a
nenhum dos padrbes utilizados, tendo sido confirmado que se trata de glucose. Na
Figura 25 encontra-se um exemplo destas TLCs. Nas TLCs com os ensaios com maltose
e ATP também verificAmos o surgimento do mesmo spot, que corresponde a0 composto
ndo identificado, e o outro spot correspondente a glucose, sendo este ultimo menos
intenso relativamente a ensaios com trealose e ATP. Na Figura 25 encontra-se um

exemplo destas TLCs.
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Figura 25: Produtos de reaccdes visualizados por TLC para o teste da actividade da enzima
TreS/Mak de P. fluorescens, como descrito em Materiais e Métodos. T-6-P - Trealose-6-fosfato.
Padrbes: 1 - ATP; 2 - ADP; 3 - Maltose; 4 - Trealose; 5 - Trealose-6-fosfato. Reacgdes: 6 -
Maltose (3 mM) e ATP (10 min); 7 - Controlo; 8 - Trealose (5 mM) e ATP (20 min); 9 -
Controlo; 10 - Trealose (7,5 mM) e ATP (20 min); 11 - Controlo. Controlos: referem-se a
reacgdo anterior e consistiram em tudo excepto a fracgao soltvel do extracto.
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A producédo de glucose nos ensaios realizados com a enzima TreS/Mak de P.
fluorescens pode ser explicada pelo facto de que algumas enzimas TreS hidrolisam
trehalose a glucose ao interconverterem maltose e trealose, nomeadamente a TreS de M.
smegmatis e A. aurescens (Pan et al., 2004; Xiuli et al., 2009). Inclusivamente, a TreS
de T. fusca produziu glucose em elevada propor¢cdo com o aumento da temperatura de
25°C para 37°C (Wei et al., 2004).

Os resultados dos ensaios com maltose e ATP ndo estdo de acordo com a
literatura, uma vez que Jarling et al. (2004) verificaram a formacao de maltose-1-fosfato
a partir de maltose e ATP em extractos celulares de P. fluorescens. Estes resultados
obtidos com a enzima bifuncional de P. fluorescens também desafiam os resultados
obtidos com o dominio isolado Mak de P. fluorescens expresso em E. coli, j& que nas
reaccGes com este dominio verificAmos a producdo de maltose-1-fosfato e ADP a partir
de maltose e ATP. Pode ser que a enzima nédo se encontre na forma bifuncional in vivo,
se for alvo de uma actividade proteolitica desconhecida. Hipoteticamente, a diminuicdo
de actividade Mak na enzima bifuncional pode ser devido a uma alteracdo na
conformacdo do dominio Mak pela presenca do dominio TreS, uma perda de
flexibilidade do local activo do dominio Mak ou até um bloqueio do local activo do
dominio Mak pelo dominio TreS. No entanto, o método usado por Jarling e
colaboradores foi mais sensivel do que o método utilizado neste trabalho, dado que
usaram maltose radioactiva para detectar actividade. Como tal, é possivel que tenha
ocorrido sintese de maltose-1-fosfato pela enzima recombinante produzida por nés, tal
como observado por Jarling, mas em quantidades inferiores aquelas que o método que
utilizamos permite detectar.

A expressdo de TreS/Mak bifuncionais e os subsequentes testes de actividade
serdo uma mais valia para perceber se as nossas observacdes sdo comuns a todas estas
enzimas e em que medida a producdo deste composto podera estar relacionada com um
mecanismo de canalizacdo de dissacardios para o metabolismo energético da célula (se
se verificar que o composto é semelhante ao intermediario da glicolise frutose-1,6-
bifosfato). Estas questdes serdo analisadas em detalhe apds nova expresséao e purificacao
desta enzima bifuncional e recurso a cristalografia e biologia estrutural. Embora
tenhamos recentemente obtido a estrutura tridimensional de uma Mak micobacteriana
(Fraga J, Maranha A, Mendes V, Empadinhas N, Macedo-Ribeiro S, Pereira P,

unpublished), ndo se conhecem as estruturas de TreSs nem da TreS/Mak bifuncional.
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3.4.3 Especificidade de substratos da TreS/Mak de P. fluorescens

Apesar da enzima TreS/Mak de P. fluorescens ndo apresentar a actividade
esperada, foram efectuadas reaccdes com diferentes dadores e aceitadores de grupos
fosfato com o objectivo de determinar a especificidade de substratos desta enzima.
Foram ainda realizadas reac¢Ges com diferentes antibidticos aminoglicosideos de modo
a testar a actividade de aminoglicosideo fosfotransferase da enzima bifuncional.

Para além da maltose e da trealose, esta enzima bifuncional também utiliza
maltotriose, maltotetraose, maltopentaose e maltoheptaose como aceitadores de grupos
fosfato. Na reaccdo com glucose como aceitador de grupos fosfato, verificAmos
actividade residual. Nas TLCs com as reaccdes com aceitadores de grupos fosfato
utilizados pela enzima, observdmos a formacdo do spot que corresponde ao composto
desconhecido e de glucose (Figura 26). Aparentemente, esta enzima nao utiliza GTP e
UTP como dadores de grupos fosfato nem utiliza galactose, manose, isomaltose e
isomaltotriose como aceitadores (Figuras 26 e 27). N&o foi detectada actividade nas
reac¢Ges com os antibidticos aminoglicosideos gentamicina, canamicina, higromicina B

e estreptomicina (Figura 27). Os resultados encontram-se resumidos na Tabela 6.
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Figura 26: Produtos de reacgdes visualizados por TLC para determinar a especificidade de
substratos da enzima TreS/Mak de P. fluorescens, como descrito em Materiais e Métodos. T-6-
P - Trealose-6-fosfato, AR - Actividade residual. Padrdes: 1 - ATP; 2 - ADP; 3 - Maltose; 4 -
Trealose; 5 - Trealose-6-fosfato; 6 - Glucose; 7 - Manose; 8 - Galactose; 9 - Isomaltose; 10 -
Maltotriose; 11 - Isomaltotriose; 12 - Maltotetraose; 13 - Maltopentaose; 14 - Maltoheptaose.
Reacc0es: 15 - Trealose e ATP; 16 - Controlo; 17 - Maltose e ATP; 18 - Controlo; 19 - Glucose
e ATP; 20 - Controlo; 21 - Manose e ATP; 22 - Controlo; 23 - Galactose e ATP; 24 - Controlo;
25 - Isomaltose e ATP; 26 - Controlo; 27 - Maltotriose e ATP; 28 - Controlo; 29 -
Isomaltotriose e ATP; 30 - Controlo; 31 - Maltotetraose e ATP; 32 - Controlo; 33 -
Maltopentaose e ATP; 34 - Controlo; 35 - Maltoheptaose e ATP; 36 - Controlo. Controlos:
referem-se & reaccdo anterior e consistiram na utilizacdo da fraccéo solGvel do extracto de E.
coli BL-21 com o vector pET30a vazio.
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Figura 27: Produtos de reaccdes visualizados por TLC para determinar a especificidade de
substratos da enzima TreS/Mak de P. fluorescens, como descrito em Materiais e Métodos. T-6-
P - Trealose-6-fosfato, Can - Canamicina; Gent - Gentamicina; Hig B - Higromicina B; Estrep -
Estreptomicina. Padrdes: 1 - ATP; 2 - ADP; 3 - Maltose; 4 - Trealose; 5 - Trealose-6-fosfato; 6 -
UTP; 7 - GTP; 8 - Canamicina; 9 - Gentamicina; 10 - Higromicina B; 11 - Estreptomicina.
Reacc0es: 12 - Trealose e ATP; 13 - Controlo; 14 - Maltose e ATP; 15 - Controlo; 16 - Trealose
e GTP; 17 - Controlo; 18 - Maltose e GTP; 19 - Controlo; 20 - Trealose e UTP; 21 - Controlo;
22 - Maltose e UTP; 23 - Controlo; 24 - Gentamicina e ATP; 25 - Controlo; 26 - Canamicina e
ATP; 27 - Controlo; 28 - Higromicina B e ATP; 29 - Controlo; 30 - Estreptomicina e ATP; 31 -
Controlo. Controlos: referem-se a reac¢do anterior e consistiram na utilizacéo da fraccdo soltvel
do extracto de E. coli BL-21 com o vector pET30a vazio.
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Tabela 6: Resumo da determinacdo da especificidade de substratos da TreS/Mak de P.
fluorescens. Os substratos (aceitadores e dadores de grupos fosfato) utilizados pela enzima
encontram-se assinalados com um visto.

Utilizagdo pela TreS/Mak

Substrato

de P. fluorescens

Glucose AR
Galactose -
Manose -
Maltose v
Isomaltose -
Trealose v
Maltotriose v
Isomaltotriose -
Maltotetraose v
Maltopentaose 4
v

v

Maltoheptaose
ATP
GTP -
UTP -
Gentamicina -
Canamicina -
Estreptomicina -
Higromicina B -

AR - Actividade residual

Desconhecemos a razdo da utilizacdo dos aceitadores glucose (em niveis
residuais), maltotriose, maltotetraose, maltopentaose e maltoheptaose pela enzima
TreS/Mak de P. fluorescens e a razdo da formacdo do composto desconhecido nas
reaccOes correspondentes. A Mak de M. bovis BCG apresenta apenas actividade
residual em reaccbes com maltotriose, maltotetraose, maltopentaose e maltoheptaose
(Mendes et al., 2010). Neste trabalho, a Mak de P. fluorescens também apresentou
actividade residual com glucose, com maltotriose e maltotetraose.

Por outro lado, a TreS de Pimelobacter sp. R48, para além de maltose e trealose,
ndo utiliza outros agUcares testados, nomeadamente glucose, maltotriose, maltotetraose
e maltopentaose (Nishimoto et al., 1996). No entanto, a TreS de M. smegmatis tem a
capacidade de converter maltooligossacaridos, nomeadamente maltoheptaose, em
maltose e trealose através da sua actividade de amilase (Pan et al., 2008). Deste modo,
ndo podemos excluir a possibilidade de que a TreS/Mak de P. fluorescens pode

apresentar actividade de amilase.
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3.4.4 Identificacdo do composto desconhecido por RMN

De modo a identificarmos o composto desconhecido sintetizado pela TreS/Mak de
P. fluorescens, foram adquiridos espectros de **P-RMN e *H-RMN (Figura 28 A e B)
de uma amostra do composto em andlise ap0s cromatografia preparativa para separagdo
do mesmo dos restantes componentes da mistura reactiva.

Como podemos avaliar, esse composto possui duas ressonancias de *'P de idéntica
intensidade e uma outra menos intensa. Todas as ressonancias de *'P se encontram na
regido tipica dos fosfomonoésteres. No que diz respeito ao espectro de protdo verifica-
se essencialmente a presenca de um multipleto (quarteto) referente a uma contaminagéo
de etanol (CH3CH,OH) e 4 outros conjuntos de ressonancias de intensidades relativas
2-1-2-2, sugerindo tratar-se de uma hexose. Os espectros de *H- e **P-RMN sugerem
assim que o composto em andlise sera muito provavelmente uma hexose bisfosforilada
sem protdes anoméricos destacados. Uma mais completa caracterizacéo e identificacdo
final do composto ira requerer a aquisicdo de espectros RMN bidimensionais tanto
homonucleares (de correlagdo ‘H-'H: COSY — ‘COrrelation SpectroscopY’; NOESY —
‘Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY’) como heteronucleares (de correlagdo *H-
3C e 'H-*'P; HMQC - ‘Heteronuclear Multiple Quantum Correlation’), pelo que uma
de duas estratégias sdo plausiveis: i) producdo de uma maior quantidade de composto
compativel com a aquisicdo destes espectros mesmo em condi¢fes de abundancia
natural; ii) utilizacdo de trealose enriquecida em **C, que permitira deteccéo de *3C com
quantidades bem mais reduzidas de composto além de possibilitar a detec¢do dos
acoplamentos escalares **C-*3C, parametro importante numa completa elucidacio
estrutural.

Apbs a revelacdo da identidade e da estrutura do composto, prosseguirmos para o
seu papel metabdlico, mutagénese e estrutura tridimensional por cristalografia de raios-

X.
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Fosfatos de hexose

A =

Pi?

35 3.0 25 20 15 1.0 05 0.0 PPM

Etanol

4.1 4.0 3.9 38 37 3.6PPM

Figura 28: Espectros de RMN para identificacdo do composto desconhecido sintetizado
pela enzima TreS/Mak de P. fluorescens. Legenda: A - Espectro $'P_RMN da amostra; B -
Espectro *H-RMN da amostra.
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Capitulo 4: Conclusoes
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Este trabalho foi iniciado com a construcdo de arvores filogenéticas com
sequéncias das Maks, TreSs e TreS/Maks de diferentes microrganismos, disponiveis nas
bases de dados. A andlise destas &rvores permitiu uma percepcdo da distribuicdo destas
enzimas nos diferentes grupos taxondémicos formados, bem como a selec¢cdo de enzimas
Mak e TreS/Mak de microrganismos destes grupos para validacdo da sua funcéo
bioldgica prevista, sendo este o principal objectivo deste trabalho. Procedeu-se em
seguida ao estudo funcional das enzimas Mak e TreS/Mak seleccionadas. Foi necessario
amplificar, clonar e expressar 0s genes mak e treS/mak em E. coli, tendo sido expressas
com sucesso as enzimas recombinantes Mak de K. radiotolerans, P. torridus, S.
aurantiaca, a enzima TreS/Mak de P. fluorescens e também o dominio Mak desta
ultima. Posteriormente, realizamos ensaios enzimaticos para confirmar a actividade
destas enzimas, nomeadamente a especificidade para possiveis substratos e a actividade
de aminoglicosideo fosfotransferase. Constatdmos que as enzimas Mak apresentaram a
actividade esperada, uma vez que produziram maltose-1-fosfato a partir de maltose e
ATP. A maltose foi o Unico aceitador de grupos fosfato utilizado com eficiéncia por
estas enzimas, enquanto que o ATP, GTP e UTP foram eficientemente utilizados como
dadores de grupos fosfato. Os resultados sugerem que estas enzimas ndo apresentam
actividade de aminoglicosideo fosfotransferase, uma vez que ndo foi detectada
actividade pelas Maks em ensaios com antibi6ticos aminoglicosideos como potenciais
aceitadores de grupos fosfato. Por outro lado, a TreS/Mak de P. fluorescens sintetizou
um composto desconhecido em vez de maltose-1-fosfato, o que ndo corresponde a
actividade esperada. Este composto foi sintetizado a partir de maltose, trealose,
maltotriose, maltotetraose, maltopentaose e maltoheptaose como aceitadores de grupos
fosfato. Apenas o ATP foi utilizado com eficiéncia como dador de grupos fosfato pela
enzima, mas ndo GTP nem UTP. Nao foi detectada actividade de aminoglicosideo
fosfotransferase. Limitacdes a nivel temporal ndo permitiram a realizacdo de estudos
mais detalhados em relacdo as propriedades destas enzimas, mas pretendemos levar a
cabo esses estudos muito em breve, tanto com estas enzimas como com outras de outros
organismos. A analise por RMN para identificacgdo do composto desconhecido
sintetizado pela TreS/Mak de P. fluorescens ainda ndo foi absolutamente conclusiva. Os
desvios quimicos apontam para que seja uma hexose bifosforilada que vai de seguida
ser analisada por 2D-NMR para revelar a identidade e estrutura do composto. A partir
dai serd elaborada a hipéOtese para enquadramento deste produto no metabolismo

bacteriano bem como uma caracterizagdo minunciosa da enzima que o produz, neste
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caso uma TreS/Mak bifuncional que néo sintetiza maltose-1-fosfato a partir de trealose
e ATP, nem a partir de maltose e ATP, como seria esperado.

Com este trabalho foi possivel confirmar a actividade de vérias enzimas anotadas
como possiveis maltocinases in vitro, constituindo uma base para trabalhos futuros que
explorem a fungdo metabolica ndo s6 destas enzimas, mas como também da via que
canaliza trealose para a sintese de polissacarideos de glucose como glicogénio, a-

glucano capsular ou lipopolissacarideos de metilglucose, a partir de maltose-1-fosfato.
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Capitulo 6: Anexos




6.1 Meios de Crescimento

6.1.1 Meio Ancylobacter-Spirosoma

Reagente Quantidade por litro Concentracéo final
Glucose 1g 0,1%
Peptona 1g 0,1%
Extracto de levedura 19 0,1%
Agar (para meio sélido) 20 g 2%

O agar foi adicionado depois de se acertar o volume. O meio foi autoclavado.

Este meio foi utilizado para o crescimento do microrganismo Spirosoma linguale

DSM 74, cuja temperatura 6ptima de crescimento consiste em 26°C.

6.1.2 Meio Corynebacterium Agar

Reagente Quantidade por litro Concentracéo final
Triptona 109 1%
Extracto de levedura 50 0,5%
Glucose 59 0,5%
NaCl 5¢ 0,5%
Agar (para meio solido) 209 2%

O pH foi ajustado para 7,2 a 7,4. O agar foi adicionado depois de se ajustar o pH e

acertar o volume. O meio foi autoclavado.

Este meio foi utilizado para o crescimento do microrganismo Corynebacterium

glutamicum DSM 20300, cuja temperatura 6ptima de crescimento é 30°C.




6.1.3 Meio GYM Streptomyces

Reagente Quantidade por litro Concentracao final
Glucose 44 0,4%
Extracto de levedura 44 0,4%
Extracto de malte 109 1%
CaCOs; (para meio solido) 29 0,2%
Agar (para meio solido) 209 2%

O pH foi ajustado para 7,2. O agar foi adicionado depois de se ajustar o pH e

acertar o volume. O meio foi autoclavado.

Este meio foi utilizado para o crescimento dos microrganismos Actinosynnema
mirum DSM 43827, Geodermatophilus obscurus DSM 43160 e Streptomyces
viridochromogenes DSM 40736. A temperatura éptima de crescimento para todos estes
microrganismos consiste em 28°C.

Para Geodermatophilus obscurus foi necessario adicionar 5 a 10% de glicerol

(adicionaram-se 50 g de glicerol por litro de meio, ou seja, 5% de glicerol).

6.1.4 Meio Luria-Bertani (LB)

Reagente Quantidade por litro Concentracéo final
Triptona 109 1%
Extracto de levedura 50 0,5%
NaCl 5¢ 0,5%
Agar (para meio solido) 20¢g 2%

O agar foi adicionado depois de se acertar o volume. O meio foi autoclavado.
Este meio foi utilizado para o crescimento dos microrganismos Escherichia coli

estirpes DH50 e BL-21 e Pseudomonas fluorescens Pf0-1, cujas temperaturas optimas

de crescimento séo 37°C e 30°C, respectivamente.




6.1.5 Meio PTYG

Reagente Quantidade por litro Concentracao final
Peptona 50 0,5%
Triptona 50 0,5%
Extracto de levedura 50 0,5%
Glucose 10 g 1%
MgSO4 x 7 H,0O 0,609 0,06%
CaCl, 0,06 g 0,5 mM
Agar (para meio sélido) 20 ¢ 2%

O pH foi ajustado para 7,0. O agar foi adicionado depois de se ajustar o pH e

acertar o volume. O meio foi autoclavado.

Este meio foi utilizado para o crescimento do microrganismo Kineococcus

radiotolerans DSM 14245, cuja temperatura 6ptima de crescimento é 30°C.

6.1.6 Meio R2A
Reagente Quantidade por litro Concentracéo final
Extracto de levedura 0,59 0,05%
Peptona proteose 0,59 0,05%
Casaminoacidos 0,59 0,05%
Glucose 0,59 0,05%
Amido soltvel 05¢9 0,05%
Na-piruvato 0,39 0,03%
K;HPO, 0,3¢g 0,03%
MgSO4 x 7 H,0 0,05 0,2 mM
Agar (para meio solido) 209 2%

O pH foi ajustado para 7,2 com K,HPO, ou KH,PO, cristalino, seguindo-se o
acerto do volume. Ap0s a adicdo do agar, o meio foi aquecido até ferver para dissolver o

agar e foi autoclavado.



Este meio foi utilizado para o crescimento do microrganismo Dyadobacter

fermentans DSM 18053, cuja temperatura éptima de crescimento é 28°C.

6.2 Solucdes para Extraccdo de DNA Gendmico

6.2.1 Tampao de Lise (Reagente GES)

Inicialmente, foram misturados 60 g de tiocianato de guanidina, 20 mL de EDTA
0,5 M pH 8,0 e 20 mL de agua ultra-pura, tendo a mistura sido aquecida a 65°C até ficar
completamente dissolvida. Ap6s o arrefecimento da mistura, adicionou-se 1 g de
sarcosina (N-Lauroilsarcosina) e agua ultra-pura até perfazer 100 mL. Finalmente, a
mistura foi esterilizada por filtragdo, recorrendo-se a um sistema de filtrac&o estéeril com

um filtro de 0,45 um, e foi armazenada a temperatura ambiente.

6.3 Electroforese em Gel de Agarose 1%

6.3.1 Tampéo TAE 50x (Stock)

Quantidade por Concentracéao
Reagente . .
litro final
Tris base 242 g 2 M
Acido acético 57,1 mL 2 M
Solucéo aquosa de 0,5 MM EDTA pH 8 100 mL 50 mM

Procedeu-se a dissolucdo de Tris na solucdo aquosa de EDTA em simultaneo com
0 aquecimento da mistura. Foi adicionado acido acético, seguindo-se o ajuste do pH

para 8 com solucdo de NaOH a 5M.




6.3.2 Gel de Agarose 1%

Reagente Quantidade por 100 mL Concentracao final
Agarose 1g 1%
Tampéao TAE 100 mL 1x
RedSafe' " 20000x
_ 5uL 1x
(Intron Biotechnology)

A agarose foi dissolvida no tampéo TAE 1x e esta mistura foi aquecida até ferver.
A mistura foi arrefecida até deixar de libertar vapores, sendo adicionado RedSafe™
nesta fase, sequindo-se agitacéo ligeira para homogeneizar. Verteu-se a mistura para um
suporte apropriado para o gel, foram colocados os pentes e durante 30 minutos
aguardou-se que o gel polimerizasse. As amostras (com loading buffer) e o marcador de
pesos moleculares de DNA foram aplicados no gel, tendo este sido corrido em tampao

TAE 1x a 95 V durante aproximadamente 35 minutos.

6.4 Células Competentes

6.4.1 Meio SOB

Reagente Quantidade por litro Concentracéo final
Triptona 209 2%
Extracto de levedura 59 0,5%
NaCl 0549 0,05%
KCI 186 mg 2,5mM
MgCl, 2 M 2,5 mL 5mM

O pH foi ajustado para 7,0 e a solugéo foi autoclavada. O MgCl, foi adicionado
apos a solucéo ter arrefecido.

Vi



6.4.2 Solucdo RF1

Reagente Quantidade por 250 mL Concentracao final
RbCI 3,02¢g 100 mM
CH,CO,K 0,74 g 30 mM
CacCl, 0,284 10 mM
MnCl, 1,58 ¢ 50 mM
Glicerol 37,5mL 15%

Os reagentes foram adicionados pela ordem em que se encontram na tabela para
evitar a precipitacdo. O pH foi lentamente ajustado para exactamente 5,8 com acido
acetico, também para evitar a precipitacdo. A solucdo foi esterilizada através de

filtrac&o.

6.4.3 Solucdo RF2

Reagente Quantidade por 50 mL Concentracéo final
RbClI 0,069 10 mM
CaCl, 0,429 75 mM

Glicerol 7,5mL 15%

O pH da solucéo foi lentamente ajustado para 6,8 a 7,0 para evitar a precipitacéo.

A solucdo foi esterilizada através de filtracao.

6.4.4 Preparacdo de Células Competentes

As células E. coli (estirpe DH5a ou BL-21) foram crescidas em meio SOB com
MgCl, até uma D.O.g0 = 0,3-0,4 a 37°C e a 140 rpm. O volume total de suspensdo de
células foi separado em tubos falcon estéreis (10 mL de suspensdo por cada falcon),
seguindo-se incubacdo em gelo durante 15 minutos. Em seguida, as células foram
recolhidas através de centrifugagdo (3000 x g, 15 minutos, 4°C), foram suavemente

ressuspendidas em 8 mL de solucdo RF1 e foram incubadas em gelo durante 15
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minutos. As células foram centrifugadas novamente (3000 x g, 15 minutos, 4°C), foram
suavemente ressupendidas em 2 mL de solu¢do RF2 e foram incubadas mais uma vez
em gelo durante 15 minutos. Finalmente, foram preparadas aliquotas de 100 uL de

suspensdo de células, que foram armazenadas a -80°C.

6.4.5 Solucéo de Sais 10x (Stock)

Reagente Quantidade por 100 mL Concentracéo final
KCI 0,18 g 240 mM
MgCl, 29 210 mM
MgSO. 2,46 g 200 mM
Glucose 290 111 mM

A solucéo foi esterilizada através de filtrag&o.

6.5 Electroforese em Gel de Poliacrilamida com Dodecilsulfato de
Sédio (SDS-PAGE)

6.5.1 Tampéao para as Amostras (SDS Reducing Buffer)

Reagente Quantidade Concentracéo final
H,O 3,55 mL -
0,5 M Tris-HCI pH 6,8 1,25 mL 0,06 M
Glicerol 2,5mL 26%
SDS 10% (m/v) 2,0 mL 2,1%
Bromofenol blue 0,5% (m/v) 0,2 mL 0,01%

O tampdo foi armazenado a temperatura ambiente e, antes de ser utilizado, foi
necessario adicionar 5% de -mercaptoetanol. As amostras para correr no gel foram
diluidas com este tampéo (diluicdo de pelo menos 1:2) e foram incubadas durante 5

minutos a 95°C.

viii




6.5.2 Tampdao de Corrida 10x, pH 8,3

Reagente Quantidade por litro Concentracao final
Tris base 30,3¢g 250 mM
Glicina 144 g 1,92 M
SDS 109 1%

O pH deste tampdo nédo pode ser ajustado com &cido nem com base.

6.5.3 Gel Resolving (12%)

Reagente Quantidade Concentracéo final
Acrilamida/bis-Acrilamida, solucéo 29:1
(40%) (NZYTech) Lizsmb 1%
H.0 1,63 mL -

1,5 M Tris-HCI pH 8,8 0,937 mL 04 M
Dodecilsulfato de Sodio (SDS) 10% (m/v) 37,5 uL 0,1%
Persulfato de aménio (APS) 30% (m/v) 37,5 uL 0,3%
TEMED SuL ND*

* N&o determinada

O APS e 0 TEMED foram adicionados a mistura imediatamente antes de verter a

mistura para a cassete de vidro. A mistura foi suavemente agitada para dar inicio a
polimerizagéo.




6.5.4 Gel Resolving (10%)

Reagente Quantidade Concentracao final

Acrilamida/bis-Acrilamida, solugdo 29:1

(10%) 1mL 10%
H,0 1,9mL -

1,5 M Tris-HCI pH 8,8 1mL 0,4 M

SDS 10% (m/v) 40 uL 0,1%

APS 10% (m/v) 40 uL 0,1%

TEMED 4L ND*

* N&o determinada

O APS e o TEMED foram adicionados & mistura imediatamente antes de verter a
mistura para a cassete de vidro. A mistura foi suavemente agitada para dar inicio a
polimerizagéo.

O gel resolving 10% foi utilizado para visualizar bandas correspondentes as

enzimas TreS/Mak.

6.5.5 Gel Stacking (4%0)

Reagente Quantidade Concentracao final

Acrilamida/bis-Acrilamida, solugdo 29:1

(40%) 0,119 mL 4%
H.O 0,806 mL -
0,5 M Tris-HCI pH 6,8 0,313 mL 0,1M
SDS 10% (m/v) 12,5 uL 0,1%
APS 30% (m/v) 12,5 uL 0,3%
TEMED 2,5uL ND*

* Nao determinada

O APS e o TEMED foram adicionados a mistura imediatamente antes de verter a
mistura para a cassete de vidro. A mistura foi suavemente agitada para dar inicio a

polimerizacéo.




6.5.6 Preparacao do Gel de Poliacrilamida com SDS

Primeiro, foi necessario montar a cassete de vidro e o respectivo suporte. Em
seguida, foi preparado o gel resolving (10% ou 12%), que foi vertido para o interior da
cassete de vidro até atingir aproximadamente 1 cm abaixo do nivel dos dentes do pente.
Este gel foi coberto com isopropanol e aguardou-se que polimerizasse durante 30
minutos. Posteriormente, foi necessério retirar todo o isopropanol da superficie do gel
resolving ao enxaguar com agua, tendo sido também removidos os vestigios de agua.
Foi entdo preparado o gel stacking (4%), que foi vertido para o interior da cassete de
vidro até preencher toda a cassete, foi inserido o pente e aguardou-se que o gel
polimerizasse durante 30 minutos. Finalmente, o pente foi removido apds a
polimerizacdo, foi montada a tina, foram aplicados as amostras e o marcador de pesos
moleculares de proteinas no gel, que foi corrido a 200 V durante aproximadamente 45

minutos.

6.5.7 Solucéo de Coloracao

Reagente Quantidade por litro Concentracéo final
Coomassie R-250 19 0,1%
Acido acético glacial 100 mL 10% (v)
Metanol 400 mL 40% (V)

Foram adicionados 100 mL de &cido acético glacial a 500 mL de H,O ultra-pura.
Em seguida, foram adicionados 500 mL de metanol e 1 g de corante Coomassie e a
mistura foi agitada para se tornar homogénea. Por fim, a mistura foi filtrada para a

eliminacdo de particulas.
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6.5.8 Solucéo de Descoloracéo

Reagente Quantidade por litro Concentracao final
Metanol 250 mL 25% (V)
Acido acético glacial 75 mL 7,5% (V)

Primeiro, foram adicionados 250 mL de acido acético glacial a 675 mL de H,O
ultra-pura e s6 depois foram adicionados 500 mL de metanol & mistura.
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