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Introducéao:

A FtsH (filamentacéo sensivel a temperatura, Santos e Almeida, 1975) € uma
metaloprotease ATP e Zn?* dependente, pertencente a familia AAA (ATPases
Associadas a diversas Atividades celulares). Ela esta relacionada com varias
funcBes celulares, que vao desde a degradacdo de proteinas que ndo estdo na
sua forma correta ou reunidas adequadamente até como chaperones moleculares
(Schumann, 1999). Encontra-se ligada a membrana celular desempenhando
diversas atividades celulares (Tomoyasu et al.,1995). E encontrada desde
procariotos até eucariotos em associacdo a cloroplastos e mitocondrias
(Schumann, 1999).

E sabido, ainda, que a FtsH inicia um papel central na degradacéo de
proteinas de membrana instaveis. Ela degrada SecY, uma subunidade da
maquinaria de secrecdo e a subunidade Fo da ATP sintase subunidade a quando
elas estéo livres no citoplasma. Ela ainda degrada YccA, a qual a funcdo ndo se
sabe, e algumas proteinas citosdlicas instaveis. (Sakoh et al, 2005),

O presente projeto estuda a expressao do gene ftsH  de Streptomyces
cerradoensis em linhagens de Escherichia coli XL1-blue, AR3291, AR3289 e XL-
gold, e analise da atividade da proteina FtsH nas mesmas. A fim de um maior
conhecimento do papel desempenhado pela proteina FtsH que podera resultar
numa melhor compreenséo das funcdes celulares desempenhadas por ela, o que
resultaria num melhor conhecimento a respeito dos organismos em que ela esta
presente.

NO6s obtivemos a clonagem parcial do gene ftsH de Streptomyces
cerradoensis. O gene clonado apresenta uma homologia muito grande com o gene
de Streptomyces coelicolor. Esse gene codifica uma proteina que apresenta
atividade biolégica em células de E. coli da linhagem AR3291. Essas células séao
mutantes que sofreram uma delecdo do gene ftsH e que apresentam uma baixa
eficiéncia bioldgica quando cultivadas a ema temperatura de 37°C (Naberhaus et
al., 1999).

Contudo, para uma melhor caracterizacdo do gene ftsH e sua proteina,
realizamos uma complementacédo dos estudos, utilizando as linhagens AR3289 |,
XL-gold e XL1-blue

Metodologia:



Para a analise da expressédo da proteina FtsH em células de E. coli AR3291,
AR3289, XL1-blue e XL-gold, estas foram transformadas com os plasmideos
pUC18 e pFS9, por choque térmico (Sambrook et al., 1989). As células
transformadas foram inoculadas em meio LB e incubadas sob agitacéo para leitura
da absorbéancia em espectrofotbmetro, para a obtencédo da curva de crescimento.
Para analise do perfil das proteinas das células XL1-blue contendo os plasmideos
pUC18 e pFS9, foi utilizada eletroforese em gel de poliacrilamida (Laemmli, 1970).
Para obtencdo do fendtipo std, clones foram palitados em placas de Petri com
meio Agar-Luria contendo X-Gal e X-Gal+IPTG e incubados por 16-18hs a 37°C.

Resultados e Discussodes

Curva de crescimento das linhagens XL1-blue, XL-gold, AR3289 e
AR3291 transformadas com os plasmideos pUC18 e pFS9: Durante o periodo
de crescimento analisado foi possivel notar que nas linhagens XL-gold e AR3289
quando transformadas com o plasmideo pUC18 tiveram um crescimento
significativamente melhor que quando transformadas com o pFS9. Ja nas
linhagens XL1-blue e AR3291 as células tiveram um melhor crescimento quando
transformadas com o plasmideo pFS9. O resultado encontrado para células XL1-
blue é contrario ao descrito na literatura ja que estas contém o gene ftsH normal.
Aparentemente a expressao do gene ftsH resulta em algum tipo de vantagem para
essa linhagem.

Contudo, os resultados obtidos para as células AR3291 foram esperados, ja
que quando transformadas com o plasmideo pFS9 obtiveram um crescimento
superior ao apresentado quando esta contém o plasmideo pUC18. O que entra de
acordo com os trabalhos realizados por Naberhaus, (1999), onde a proteina
heterdloga produzida pelo gene ftsH de Bradyrhizobium japonicum complementa a
mutacdo em ftsH nas células AR3291.

Caracterizacdo do fendtipo de translocacdo de proteinas
citoplasmaticas para o meio de cultura das células E. coli XL1-blue, XL-gold,
AR3289 e AR3291: Para verificar se a proteina produzida por pFS9
complementava a mutacdo para o fendtipo Std, células XL1-blue, AR3289 e
AR3291 foram analisadas. Esse fendtipo de extravasamento de proteinas
citoplasmaticas para o meio de cultura é resultado do acumulo de SecY nas
células deficientes de FtsH, ja que quando esta esta presente degrada-a.

Na andlise dos resultados obtidos, observou-se que quando transformadas
com o plasmideo pFS9, as linhagens AR3289 e AR32291, houve a inducédo da
sintese de proteinas, porém nao apresentaram o fendtipo std, indicando a
atividade catalitica da proteina produzida pelo gene ftsH presente no plasmideo
pFS9. Ja a linhagem XL1-blue apresentou producdo e extravasamento de
proteinas apenas quando continha o plasmideo pUC18.

Analise da expressdao das proteinas produzidas por células de
Escherichia coli XL-gold transformadas com os plasmideos pFS9 e pUC18: A
analise do gel de poliacrilamida demonstrou diferenca no perfil de proteinas
produzidas quando a célula foi cultivada em presenca ou auséncia de IPTG.
Entretanto ndo foi possivel detectar a banda correspondente a proteina FtsH. Tal
fato, possivelmente, se deu devido a restricdo de informacdes que uma



eletroforese unidimensional da quando temos baixa quantidade de proteinas. Para
estudar melhor a expressdo dessa proteina induzida por IPTG, sera necessario
realizar uma avaliacdo através de eletroforese bidimensional, pois através desta,
esperamos poder visualizar o spot correspondente a proteina FtsH.
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