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RESUMO

O gene lipC que codifica uma provavel lipase/esterase de Haloarcula marismortui,
uma arquea halofilica isolada do Mar Morto, foi clonado e superexpresso em
Escherichia coli. A proteina recombinante (LipC — Haloarcula marismortui esterase)
foi purificada e bioquimicamente caracterizada. Tanto a atividade enzimatica de LipC
como o seu enovelamento exibiram uma grande dependéncia da concentragdo de
sal no meio. LipC apresentou preferéncia por ésteres lineares e monoacilglicerois de
cadeia curta e foi inibida pelos compostos E600 e PMSF, confirmando a
identificacdo de LipC como uma serina carboxilesterase (E.C. 3.1.1.1). Além disso,
LipC foi inibida pelo composto 7600, um inibidor com alta especificidade para
esterases e lipases da familia das lipases horménio-sensiveis (HSL). Essa inibicéo
confirmou os resultados obtidos pelo alinhamento de sequéncias de aminoacidos
que sugeriam que LipC pertencesse a familia HSL. A atividade étima de LipC foi
obtida na presenca de 3 mol.L" de KCI e nenhuma atividade foi detectada na
auséncia de sal. Os experimentos de dicroismo circular mostraram que LipC esta
totalmente desnaturada em meio sem sal e que suas estruturas secundarias
comecam a se formar na presenga de 0,25 a 0,5 mol.L”' de KCI. Quando KCI foi
adicionado para concentracao final de 2 mol.L™" a uma solugéo de LipC, a proteina
foi capaz de recuperar 60% de sua atividade inicial. Um modelo estrutural
comparativo de LipC foi construido e a superficie da proteina que é acessivel ao
solvente foi analisada, mostrando maior numero de residuos acidicos em paralelo
com uma diminuicdo de residuos basicos. Essa distribuicdo peculiar de cargas na
superficie esta de acordo com estruturas tridimensionais de proteinas halofilicas ja
determinadas e permite uma estabilidade 6tima da proteina em ambientes com alta
concentracdo de sal. Este trabalho descreve pela primeira vez a caracterizagao
bioquimica de uma esterase oriunda de uma arquea halofilica, sendo assim, ele
representa um primeiro esfor¢co no sentido de se conhecer mais sobre a atividade e
a estrutura destas enzimas e igualmente gerar uma base de estudos para suas
aplicagdes no futuro.



ABSTRACT

The lipC gene encoding for an esterase from Haloarcula marismortui, a halophilic
archaeon from the Dead Sea, was cloned and expressed in Escherichia coli, and the
recombinant protein (LipC) was biochemically characterized. LipC exhibits a
preference for short chain fatty acids and monoesters, and is inhibited by E600 and
PMSF, supporting its identification as a serine carboxylesterase (E.C. 3.1.1.1).
Moreover, LipC was inhibited by the compound 7600, an inhibitor with a high
specificity for the esterases and lipases of the hormone-sensitive lipase (HSL) family.
This finding confirmed analysis obtained from sequence alignments, which
suggested that LipC belongs to the HSL family. The enzymatic activity of LipC was
shown to exhibit a salt-dependency through a salt-dependent folding. The LipC
activity was highest in the presence of 3 mol.L™ KCI and no activity was detected in
the absence of salts. Far-UV circular dichroism showed that LipC is totally unfolded in
salt-free medium and that secondary structure starts to appear in the presence of
0.25-0.5 mol.L”" KCI. Following salt depletion, the protein was able to recover 60% of
its initial activity when KCI was added at a final concentration of 2 mol.L™". A 3D
model of LipC was built. An analysis of the properties of the accessible surface of the
modeled protein identified an enrichment in acidic residues paralleled by a depletion
in basic residues. This peculiar charge repartition at the surface agrees with 3D
structures of other halophilic proteins and allows a better stability of the protein in a
high salt environment. This is the first time that the activity of an esterase from a
halophilic archaeon has been described. The present work lays the basis for future
studies of possible applications of such enzymes.
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1 INTRODUGAO

A procura por enzimas que sejam capazes de se adaptar a condi¢gdes nao-
convencionais de catalise, como, por exemplo, altas temperaturas e presenca de
solventes organicos, é cada vez maior (FERRER et al., 2007). Algumas enzimas
podem apresentar uma extraordinaria resisténcia e, também ser ativas em solventes
organicos e altas temperaturas. Em meios de solventes organicos, ou seja, em baixa
concentragao de agua livre, as lipases e esterases, por exemplo, catalisam reagdes
de esterificagdo que sdo de grande interesse para aplicagdes biotecnologicas
(JAEGER; EGGERT, 2002).

Entretanto, a atividade e a estabilidade da maioria das enzimas em meios
aquo-restritos, compostos principalmente por solventes polares, sdo menores se
comparada aquelas apresentadas em meios aquosos, sendo esta uma dificuldade
na substituicdo dos catalisadores quimicos por enzimas (BURTON; COWAN;
WOODLEY, 2002). Muito disto deve-se ao fato de que os solventes orgénicos
causam interferéncia nas interagdes quimicas na estrutura das proteinas e também
no padrao de solvatagao, levando-as a perda da sua conformacgéo cataliticamente
ativa (EPPLER et al., 2006). Modificagbes moleculares ja foram propostas para
aumentar a estabilidade das enzimas em solventes organicos, no entanto, do ponto
de vista econdmico trazem maior custo para o processo e muitas vezes nao sao tao
eficientes no aumento da estabilidade (HUDSON; EPPLER; CLARK, 2005). A
imobilizacdo em diferentes tipos de suportes também é vista como uma alternativa
viavel, no entanto, € uma etapa que eventualmente pode modificar as propriedades
cataliticas da enzima devido a fatores de interagdo da enzima com o suporte,
impedimento estérico, fenbmenos de difusdo e eletrostaticos dependendo da
natureza do suporte (KHEIROLOMOOM; KHORASHEH; FAZELINIA, 2002). Outra
possibilidade € a utilizagdo de enzimas na forma de po liofilizado; sabe-se que na
forma liofilizada as enzimas adquirem uma camada de hidratagao externa que as
protege da desnaturagdo ao longo da reagdo (HALLING, 2000). Entretanto, o
processo de liofilizagdo em larga escala pode representar um alto custo econdmico e

energético ao processo. Portanto, o ideal seria encontrar enzimas que naturalmente
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fossem estaveis a solventes organicos, sem exigir qualquer etapa prévia de

modificagdo molecular.

Com este objetivo, diferentes abordagens séo utilizadas para a obtengao de
novos biocatalisadores, que possam ser mais bem adaptados a solventes organicos.
Entre elas estdo: 1) a evolugado dirigida de genes de enzimas ja conhecidas; 2) a
triagem de bibliotecas metagenémicas e 3) a busca na biodiversidade por

microrganismos produtores de enzimas com propriedades especiais.

Dentro da ultima abordagem, encontramos a busca dentre os microrganismos
halofilicos, ou seja, aqueles que obrigatoriamente colonizam ambientes com alta
concentragao salina (acima de 2 moI.L'1). Estes microrganismos produzem enzimas
conhecidas como halofilicas, que sdo naturalmente adaptadas a trabalhar em um
ambiente com baixa concentracdo de agua livre, o que pode ser uma propriedade
importante para a manutencao da atividade e estabilidade em solventes orgéanicos.
As enzimas halofilicas ainda ndo foram plenamente estudadas, principalmente no
que diz respeito a sua aplicagdo em sistemas de catalise ndo-convencional (ou

sistemas organicos, onde o teor de agua livre € muito baixo).

Portanto, este trabalho € um primeiro esforgo para verificar o desempenho de
uma enzima halofilica em sistemas de biocatalise, reportando-se a clonagem,
superexpressao em Escherichia coli, a purificacdo e a caracterizagao bioquimica de
uma carboxilesterase nao-lipolitica de Haloarcula marismortui, uma arquea halofilica
isolada do Mar Morto. Os resultados a serem apresentados sdo promissores e
abrem o caminho para se estudar detalhadamente a relagdao estrutura-funcdo e

estrutura-estabilidade de uma esterase halofilica em meios de solventes orgénicos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 MICRORGANISMOS HALOFILICOS

As aguas de salinas constituem uma das mais extremas condi¢des de vida na
Terra (PASIC et al., 2005). Por exemplo, a concentragdo de NaCl em uma salina
pode ser até dez vezes maior do que a concentragdo deste mesmo sal na agua do
mar (250 - 300 g.L") (OREN, 1994; BHATNAGAR et al., 2005). Nestes ambientes,
somente alguns microrganismos sao capazes de se adaptar e crescer. Os
ambientes hipersalinos sdo comumente habitados por microrganismos halofilicos,
entre eles, as arqueas halofilicas da familia Halobacteriaceae (OREN, 2002) e em
menor porcentagem, por algumas bactérias (ANTON et al., 2000), fungos (KOGEJ et
al., 2004) e protistas halofilicos (ESTEBAN; FINLAY, 2003).

Nesta revisdo, serdo abordadas as arqueas halofilicas da familia
Halobacteriaceae, que sdo os microrganismos envolvidos neste trabalho. Também
sera feita uma distingdo entre os termos Archaea e arquea, sendo Archaea aplicada
para se referir ao dominio constituido por estes microrganismos e arquea o termo

para se referir a somente um membro do dominio.

Atualmente, todos os organismos vivos sao divididos em trés dominios:
Eukarya, Bacteria e Archaea. O dominio Archaea foi proposto por Woese, Kandler e
Wheelis (1990) a partir de estudos de analise filogenética com padrées de migragao
eletroforética diferencial de rRNA 16S. Este dominio esta dividido em quatro filos,
sendo estes: Crenarcheota, Euryarcheota, Nanoarcheota e Korarcheota (Figura 1). A
familia Halobacteriaceae faz parte do filo Euryarcheota e contém, até o momento, 26
géneros e 91 espécies (OREN, 2008).
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ARCHAEA
Euryarcheota
Archeoglobaceae BACTERIA
. Halobacteriaceae
Methanobacteriaceae

Crenarcheota

Sulfolobaceae

Thermoproteales

Nanoarcheum

EUKARYA
Korarcheota

FIGURA 1 — DIVISAO DO DOMINIO ARCHAEA E SUAS PRINCIPAIS FAMILIAS.

Arvore filogenética mostrando os quatro filos do reino Archaea e suas principais
familias. Adaptado de CIARAMELLA; PISANI; ROSSI, 2002.

A principal caracteristica das arqueas halofilicas € a produg¢ao de pigmentos
carotendides, por exemplo, a-bacterioruberina e outros derivados com cadeias
acima de 50 carbonos (OREN, 2002). Estes compostos sdo encontrados na
membrana e, em alguns casos, podem estar ligados a proteinas de membrana,
denominadas rodopsinas (OREN, 2002). Sdo conhecidos trés tipos de rodopsinas
em arqueas halofilicas: 1) bacteriorodopsina (associada a uma bomba de prétons);
2) halorodopsina (associada a uma bomba de cloro) e 3) rodopsinas fotosensoras
(participam do mecanismo de fototaxia) (OESTERHELT, 1998). Através destas
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rodopsinas, as arqueas halofilicas sao capazes de contrabalancar as altas
concentracdes extracelulares de sal, acumulando KCI no interior da célula em
concentragdes proximas da saturagcao (OREN, 1994). Devido a alta concentragao de
KCI, a atividade de agua (ay) no citoplasma é relativamente baixa, quando
comparada a um citoplasma de um microrganismo mesofilico. Portanto, as enzimas
produzidas por arqueas halofilicas necessitaram desenvolver mecanismos
moleculares de adaptacéao a falta de agua livre (MADERN; EBEL; ZACCAI, 2000).

2.2 Haloarcula marismortui

H. marismortui € uma arquea da familia Halobacteriaceae, isolada do Mar
Morto e que requer alta concentragao salina para crescer (OREN et al., 1990). Esta
arquea foi primeiramente classificada como Flavobacterium (ou Halobacterium)
marismortui por Benjamim Elazari Volcani em seus estudos pioneiros na
Universidade Hebraica de Jerusalém, na década de 40 (OREN; VENTOSA, 1999).
Em 1990, Oren et al. publicaram uma reclassificacdo desta mesma arquea,
sugerindo o nome Haloarcula marismortui ja que esta se diferenciava das demais

espécies classificadas no género Halobacterium (OREN et al., 1990).

H. marismortui requer no minimo 1,7 mol.L”" de NaCl para crescer, porém a
concentracdo 6tima para o seu crescimento é de 3,4 a 3,9 mol.L” de NaCl. A
temperatura 6tima para o seu crescimento é de 40 a 50°C. Esta arquea é aerdbica
organotrofica e utiliza varias fontes de carbono, tais como glucose, frutose, xilose,
sacarose, glicerol, acetato, (succinato e malato); porém, também pode crescer em

anaerobiose na presenca de nitrato (OREN et al., 1990).

Em 2004, o genoma desta arquea foi sequenciado e publicado (BALIGA et al.,
2004). Analisando o genoma de H. marismortui ATCC 43049, foi encontrada a ORF
rrnACO0088 originalmente anotada como /lipC, que codificaria para uma provavel
lipase ou uma esterase. Uma analise dos dominios conservados feita pelos
programas PROSITE (SIGRIST et al., 2002; HULO et al., 2007) e Pfam (FINN et al.,
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2008), mostrou que de fato, a partir da sequéncia de aminoacidos, existia um
dominio esterase conservado na proteina. Este € um dominio bem conservado e
que também aparece em outras esterases e lipases ja caracterizadas (PLEISS et al.,
2000; FISCHER; PLEISS, 2003). Entretanto, até aquele momento nao havia
resultados experimentais que mostrassem claramente que esta ORF codificaria de

fato uma lipase ou esterase.

2.3 ENZIMAS HALOFILICAS

MADERN et al. (2000) classificaram as enzimas halofilicas como aquelas que
sdo extraidas de microrganismos que requerem altas concentragdes de sal para
crescerem. Nestas condigdes, existem trés principais grupos de microrganismos: (1)
arqueas halofilicas aerdbicas; (2) arqueas halofilicas anaerdbicas metanogénicas e
(3) bactérias halofilicas (KAMEKURA, 1998). O grupo que tem o maior numero de
proteinas purificadas e estudadas é o grupo das Halobacteriaceae, composto, na

sua maior parte, por arqueas halofilicas aerdbicas.

A principal propriedade da estrutura primaria das enzimas halofilicas € o alto
numero de residuos de aspartato e glutamato (MADERN; EBEL; ZACCAI, 2000).
MADERN et al. (1995) fizeram uma analise estatistica da estrutura primaria de 26
proteinas produzidas por microrganismos halofilicos e encontraram um alto teor de
aspartato e glutamato, um baixo teor de lisina e maior frequéncia de aminoacidos
hidrofobicos pequenos (glicina, alanina e valina). Esta parece ser uma propriedade
que ocorre em grande parte das proteinas halofilicas, no entanto, o numero de
proteinas halofilicas com estrutura tridimensional resolvida ainda € pequeno,
necessitando mais estudos estruturais para que se possa entender melhor a

adaptacgao halofilica.

Além do interesse em se estudar os artificios moleculares que estas proteinas
desenvolveram para resistir a tal concentracdo de sal, outro importante aspecto diz
respeito a sua estabilidade em solventes orgénicos. Por exemplo, uma solu¢ao

saturada de NaCl, que é o principal ambiente das arqueas halofilicas, tem um a,,



20

comparado a uma mistura de DMF (dimetilformamida) com agua a 60 % (v/v),
resultando em um valor igual a 0,75. Isto fez com que alguns autores sugerissem
que enzimas halofilicas podem ter desempenhos melhores em solventes organicos,
pois seriam mais estaveis que enzimas mesdfilas nestas condicdes (ADAMS;
PERLER; KELLY, 1995; SELLEK; CHAUDHURI, 1999; EICHLER, 2001). A maior
estabilidade pode ser justificada pelo fato de enzimas halofilicas possuirem camadas
de solvatagdo em que a agua néo esta interagindo diretamente com a proteina, mas
sim por complexos de ions hidratados (DANSON; HOUGH, 1997; MADERN; EBEL;
ZACCAI, 2000; EBEL; ZACCAI, 2004, GLOSS et al., 2008). Portanto, esta camada
de solvatagdo poderia interagir mais fortemente com a proteina e assim manter a

sua estrutura nativa por mais tempo na presenca de solventes organicos.

2.4 ESTUDOS ESTRUTURAIS DE PROTEINAS HALOFILICAS

Algumas estruturas tridimensionais de proteinas halofilicas ja foram resolvidas
através de difracdo de raios X e ressonancia magnética nuclear (RMN). Alguns
exemplos sdo: a malato desidrogenase de H. marismortui (E.C. 1.1.1.37) (DYM,;
MEVARECH; SUSSMAN, 1995; IRIMIA et al., 2003), a ferredoxina de H. marismortui
(FROLOW et al., 1996), a glucose desidrogenase de Haloferax mediterranei (E.C.
1.1.1.47) (BRITTON et al., 2006), a dihidrofolato redutase de Haloferax volcanii (E.C.
1.5.1.3) (PIEPER et al., 1998; BINBUGA et al.,, 2007), a nucleosideo difosfato
quinase de Halobacterium salinarum (E.C. 2.7.4.6) (BESIR et al., 2005), uma
flavoproteina de Halobacterium salinarum denominada dodecina (BIEGER; ESSEN;
OESTERHELT, 2003), a amilase de Halothermothrix orenii (E.C. 3.2.1.1)
(SIVAKUMAR et al., 2006), a catalase-peroxidase de H. marismortui (E.C. 1.11.1.6)
(YAMADA et al., 2002) e a bacteriorodopsina de Halobacterium salinarum
(MITSUOKA et al., 1999).

De todas as estruturas de proteinas halofilicas ja resolvidas, a que atingiu a
melhor resolugdo através de difracdo de raios X, e que trouxe maior informacao

estrutural, foi a estrutura da glucose desidrogenase de H. mediterranei (Hm GlcD).
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Os resultados obtidos com a resolugéo da estrutura de Hm GlcD confirmaram alguns
resultados que ja eram esperados como o enriquecimento de residuos carregados
negativamente na superficie (Figura 2A). Além disso, com uma resolucéo de 1,6 A,
os autores puderam descrever com maior detalhe a camada de solvatagao em torno
da superficie da proteina. Os resultados apontaram que esta enzima tem o maior
grau de hidratagdo quando comparada as demais proteinas do PDB (Protein Data
Bank) com estruturas resolvidas com resolugbes entre 1,65 a 1,55 A. Além disso,
também foi observado que a relagao entre o fator B das moléculas de agua e o fator
B dos atomos da proteina era menor se comparada as demais proteinas do PDB. O
fator B, também chamado de fator Debye-Waller ou fator de temperatura, é
conhecido em estudos estruturais de proteinas como um valor que aponta a
diminuicao da intensidade da difragao de raios X causada pela desordem no cristal,
que muitas vezes é causada pela agitacdo térmica (BLOW, 2001). Portanto, o fator
B pode ser interpretado como o grau de mobilidade de uma molécula na rede
cristalina: quanto maior o fator B de uma molécula, maior sera sua mobilidade. No
caso da Hm GlcD, o fato de que o fator B das moléculas de agua na sua superficie
sejam menores do que o fator B usual, sugere uma organizagdo especial destas
moléculas de agua na camada de solvatacdo, de acordo com BRITTON et al.
(2006). De fato, os autores determinaram que a primeira camada de solvatagdo da
proteina esta em grande parte arranjada em anéis pentagonais, sendo que foram
encontrados agregados de 15 anéis pentagonais de moléculas de agua interagindo
entre si em 10 sitios da proteina (Figura 2C). Surpreendentemente, somente cinco
ions K" interagem com a Hm GlcD quando se esperava uma superficie rica em ions
K" devido a alta concentragéo de sal no meio. No entanto, os autores sugerem que a

presencga de outros sitios moveis de ligagcdo a K* ndo pode ser descartada.

Apesar de esta estrutura ser a unica entre as proteinas halofilicas resolvidas
com resolugao suficiente para se observar a camada de solvatacdo em detalhes,
sabe-se que o alto grau de hidratagdo € um fator preponderante para manter suas
estruturas nativas em alta concentracao de sal (MADERN et al., 2000). Futuramente,
novas estruturas com resolugdes superiores e experimentos de enovelamento
estrutural aplicando RMN poderdo trazer mais conhecimento para se entender

melhor o mecanismo de adaptacao a alta concentracao de sal, ou halofilia.
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FIGURA 2 - MODELO DA ESTRUTURA TRIDIMENSIONAL DA GLUCOSE

DESIDROGENASE DE Haloferax mediterranei. Fonte: Britton et
al.(2006).

(A) Superficie eletrostatica do dimero de Hm GlcD; cargas negativas em vermelho e cargas positivas
em azul. (B) Visdo do sitio de ligagédo de dois ions K* (esferas em lilas), moléculas de &gua sdo
representadas por esferas vermelhas e o NADP é visto interagindo juntamente com o sitio de ligagao
a K". (C) Arranjo de moléculas de 4gua em anéis pentagonais ao redor de residuos de prolina.
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2.5 BIOCATALISE E ENZIMAS HALOFILICAS

Entende-se por biocatalise todos os processos biotecnoldgicos que usam
catalisadores biolégicos em etapas de conversao quimica. Estes catalisadores séo,
em geral, enzimas ou células inteiras de microrganismos. Além disso, também foram
relatadas na literatura reagcbes catalisadas por anticorpos e um tipo especifico de
RNA conhecido como RNA catalitico (WALSH, 2001).

Um grande impulso foi dado a biocatalise quando se descobriu a possibilidade
de utilizar enzimas para catalisar um grande numero de reagées em meios nao-
convencionais, como solventes organicos (KLIBANOV, 2001). Isto foi possivel
através das observacgoes, inicialmente feitas pelo grupo de Alexander M. Klibanov,
que enzimas imobilizadas ou liofilizadas catalisavam reag¢des que nao ocorreriam em
meio aquoso (ZAKS; KLIBANOQOV, 1985, 1988). Por exemplo, a sintese de um éster
por uma lipase (triacilglicerol éster hidrolase, E.C 3.1.1.3) que, em meio aquoso,
hidrolisa diversos ésteres. Além disso, outras vantagens sdo apresentadas, como o
reconhecimento de uma grande variedade de substratos, atividade catalitica
assimétrica enantiosseletiva e regiosseletiva, diminuicdo de reacgbes laterais e,
principalmente, catalise efetiva em condi¢des energéticas brandas (KRIEGER et al.,
2004).

Apesar de todo o conhecimento que vem sendo produzido na area, poucos
processos tém chegado a escala industrial (SCHMID et al., 2001). Muito disto deve-
se a alguns problemas que ndo foram ainda inteiramente solucionados, como
catalise lenta contra substratos ndo-naturais, baixa estabilidade, pouca atividade em
meios ndo aquosos e/ou requerimento de cofatores de custo elevado (FARINAS et
al., 2001, SCHMID et al., 2001; SCHOEMAKER et al., 2003).

Existem diferentes abordagens para a procura de enzimas que consigam se
adaptar as condigbes utilizadas em biocatalise. A mais conhecida e utilizada é a
bioprospecgédo de microrganismos isolados de diferentes ambientes. Também vém
sendo utilizadas a evolugéo dirigida de biocatalisadores e a triagem de bibliotecas
metagénomicas (LUETZ et al., 2008, STEELE et al., 2009).
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Um grupo de microrganismos importantes para a bioprospecgédo de enzimas
sdo os extremofilos, microrganismos que se adaptam a condi¢cdes extremas para a
vida. O dominio Archaea constitui a maior parte dos extremofilos, dentre os quais
estdo as arqueas halofilicas. Alguns trabalhos, envolvendo sistemas de biocatalise
e, que avaliaram principalmente a atividade e estabilidade das enzimas produzidas

por estes microrganismos, ja foram publicados.

Lanyi e Steveson (1969) avaliaram a estabilidade da catalase de
Halobacterium cutirubrum na presenca de DMSO (dimetilsulfoxido) e observaram
que concentragdes como 2,5 mol.L” deste solvente foram capazes de ativar a
enzima e, mesmo com 5 mol.L™", a enzima ainda manteve 100% da sua atividade.
Por outro lado, a protease de Haloferax mediterranei na presenca de 10% (v/v) de n-
propanol manteve apenas 1% de sua atividade, enquanto que com 10% (v/v) de
DMF, 30% da atividade foi mantida (STEPANOV et al., 1992). Ryu et al. (1994)
avaliaram a atividade da protease de Halobacterium halobium na presenca de 80%
de DMF:agua (v/v) e encontraram que, além da enzima ter mantido sua atividade,
ainda houve uma ativacao de cerca de 80 vezes da atividade esterasica em relagao
a atividade amidase.

O sistema de micelas reversas também é uma possibilidade para aplicacéo
de enzimas halofilicas em meios de solventes organicos, pois parece que, mesmo
em baixas concentracbes de sais, estas sdo ativas neste sistema. As micelas
reversas sdo compostas por um surfactante dissolvido em um solvente apolar, onde
a enzima nao esta diretamente em contato com o solvente, porém solubilizada em
tampao aquoso localizado no interior da micela (CARVALHO; CABRAL, 2000).
Marhuenda-Egea et al. (2000) solubizaram a p-nitrofenilfosfatase alcalina (pNPPase)
de Halobacterium salinarum em um sistema de micelas reversas. Na presenca de
tampao com 0,85 mol.L”" de NaCl, a enzima mostrou maior estabilidade &
temperatura que em sistema aquoso, além de manter sua atividade e os parametros
cinéticos inalterados (MARHUENDA-EGEA et al., 2000). Testando a atividade da
malato desidrogenase de H. salinarum no mesmo meio de micelas reversas,
encontrou-se que, mesmo em baixa concentragao salina (50 mmol.L™ de NaCl), a
enzima foi capaz de manter sua atividade. No entanto, quando a atividade foi

testada somente em tampao, com a mesma concentragéo salina, nenhuma atividade
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foi verificada (PIERA-VELAZQUEZ et al., 2001). Os autores n&o propuseram uma
explicacao para tal efeito e até o momento nada foi encontrado na literatura.

Apesar de estes trabalhos apontarem a viabilidade da utilizagdo de enzimas
halofilicas em solventes organicos, até o0 momento, nenhuma esterase/lipase de um

microrganismo halofilico foi testada em sistemas de biocatalise.

2.6 CARACTERISTICAS CATALITICAS E MOLECULARES DE ESTERASES E
LIPASES

Esterases ou ainda esterases nao-lipoliticas (E.C. 3.1.1.1) e lipases (E.C.
3.1.1.3 — triacilglicerol hidrolases) sdo ambas pertencentes a uma grande familia de
enzimas denominadas de carboxilesterases. Ambas s&o enzimas hidroliticas que
catalisam a hidrolise de ligagdes do tipo éster como representado na Figura 3. No
entanto, a diferenciagdo entre estas enzimas nao € simples. Normalmente & aceito
que esterases hidrolisam ligagdes éster em ésteres e triacilgliceréis de cadeia
carbbnica curta e, por isso também sao denominadas esterases nao-lipoliticas
(CHAHINIAN et al., 2005) ou somente carboxilesterases (BORNSCHEUER, 2002).
Ja as lipases hidrolisam preferencialmente triacilglicerois de cadeia longa (>10
carbonos). Além disso, as lipases geralmente apresentam o fenbmeno de ativagéo
interfacial quando atuam em substratos emulsificados em agua o que nao ocorre em
esterases néo-lipoliticas (VERGER, 1997). Ao longo da Tese, ao nos referirmos a
esterases deve ser subentendido esterases nao-lipoliticas. Para obter-se um melhor
entendimento desta diferenciagdo, neste topico sera apresentada uma comparagao

entre as propriedades cataliticas e as bases estruturais de lipases e de esterases.
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FIGURA 3 — HIDROLISE DE LIGACAO ESTER CATALISADA POR LIPASES OU
CARBOXILESTERASES.

As lipases sao enzimas hidrossoluveis que atuam no metabolismo e digestédo
de triacilglicerois (SVENDSEN, 2000; ALOULOU et al., 2006). H& muito tempo se
sabe que lipases apresentam baixa atividade ou até mesmo sao inativas contra
substratos soluveis em solugdes aquosas. Entretanto, estas enzimas apresentam
maior atividade quando a concentracdo do substrato é alta suficiente para formar
agregados micelares ou emulsdes (SARDA; DESNUELLE, 1958). Esse aumento de
atividade na presenga de micelas ou emulsdes deve-se ao fendbmeno conhecido
como ativacao interfacial (REIS et al., 2008). Este fenbmeno pode ser facilmente
observado quando se avalia o efeito da concentragcdo de substrato na atividade

enzimatica, como mostrado na Figura 4.
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FIGURA 4 - HIDROLISE DE TRIACETINA PELA LIPASE PANCREATICA E
ESTERASE HEPATICA DE PORCO EM FUNGCAO DA

CONCENTRACAO DE SUBSTRATO. Adaptado de Sarda e Desnuelle
(1958).

Na parte a esquerda da figura, observa-se o perfil de atividade da esterase hepatica de porco frente a
triacetina em concentragdes sollveis e além do seu limite de solubilidade, conforme indicado pela

*

concentracao arbitraria (C ). Na parte a direita, observa-se o perfil de atividade da lipase pancreatica
de porco frente a triacetina. Concentragdes abaixo do limite de solubilidade s&o indicadas como
substrato no estado soluvel e concentragbes acima deste limite sdo denominados como substrato no
estado agregado. Os valores de atividade sao arbitrarios e devem ser interpretados apenas como
uma tendéncia de aumento na atividade e ndo como os valores absolutos descritos no trabalho
original de Sarda e Desnuelle (1958).

Quando uma lipase esta na fase aquosa na auséncia de uma emulsao ou em
baixa concentragdo de um substrato lipidico (abaixo do seu limite de solubilidade),
normalmente ha uma hélice que cobre o sitio ativo; esta hélice € denominada de
motivo /id. Diz-se que, a lipase que esta com a lid cobrindo o seu sitio ativo esta em
uma conformacéao fechada. Na presenga de uma emulsdo, ao entrar em contato com
a interface formada pelo lipidio, as lipases sofrem uma mudang¢a conformacional na
regido da /id expondo o seu sitio ativo para a hidrélise das moléculas de triacilglicerol
(BRZOZOWSKI et al., 2000). Quando as lipases estdo com o sitio ativo exposto e
interagindo com a interface lipidica, diz-se que a enzima estd em uma conformagao
aberta. Porém, algumas lipases ndo apresentam o motivo /id e algumas ainda néo
apresentam o fendbmeno de ativacido interfacial, como no caso das lipases de
Candida antarctica, Pseudomonas glumae e Pseudomonas aeruginosa (VERGER,
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1997). Portanto, somente a ocorréncia destas duas caracteristicas ndo pode ser
usada para a diferenciagao entre lipases e esterases. Sendo assim, normalmente é
aceito que uma lipase é uma enzima capaz de hidrolisar triacilglicerdis de cadeias

longas, por exemplo, trioleina (VERGER, 1997).

Apesar de apresentarem diferengas estruturais e cataliticas, lipases e
esterases sdo enzimas hidroliticas que possuem uma triade catalitica, normalmente
composta por residuos de serina, histidina, aspartato ou glutamato. Além disso,
esterases e lipases sao inibidas pelo composto dietil-p-nitrofenil fosfato (E600), o
que as classifica como serina hidrolases (CHAPUS; SEMERIVA, 1976).

Os mecanismos envolvidos na catadlise de serina hidrolases que foram
inicialmente propostos por BRADY et al. (1990) sao ilustrados na Figura 5. A
primeira etapa consiste da desprotonagao da serina, mecanismo no qual os residuos
de histidina e aspartato sao requeridos (Figura 5A). O grupo hidroxil do residuo de
serina ataca o carbono do grupo carbonila do substrato formando um intermediario
de enzima acilado (Figura 5B). A presenca de uma fenda oxianion contribui para a
estabilizacdo da distribuicdo de carga e também para redugao da energia minima de
formacéo do intermediario tetraédrico. A ultima etapa é denominada de deacilacao,
pois o grupo acil transferido para a enzima ¢€ liberado pelo ataque de um nucledfilo

(p. ex.: H20) e assim o sitio catalitico da enzima é regenerado (Figura 5C).
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FIGURA 5 — MECANISMO CATALITICO DE ENZIMAS HIDROLITICAS. Adaptado de
REIS et al., 2008.

(a) O esquema representa o ataque da hidroxila da serina a carbonila eletrofilica do éster. As flechas
curvas indicam o deslocamento de par eletrénico. Os residuos que formam a triade catalitica sao
mostrados (Serina, Aspartato e Histidina). O valor de pKa para o residuo de aspartato também é
mostrado. Na estrutura do substrato, R representa uma cadeia carbdnica genérica, X um elemento
genérico que no caso de ésteres é oxigénio e R’ uma segunda cadeia carbdnica genérica. (b) O
esquema mostra a formagao do intermediario enzima-acila que é hidrolisado na presenca de agua e
regenera o sitio ativo como mostrado em (c). Em (b) também é mostrado a saida do alcool como
subproduto da primeira reagéo (R'XH) e em (c) a formagao do acido carboxilico como produto final.

Além de apresentarem o mesmo mecanismo reacional, carboxilesterases e
lipases apresentam algumas semelhangas estruturais. A principal delas é a
presenca do dobramento a/f hidrolase, sendo composto por varias a-hélices e
folhas-B intercaladas (Figura 6). Este € um dobramento bastante comum a
hidrolases, sendo também encontrado em outras familias de enzimas como epoxido
hidrolases (E.C. 3.3.2.3) (ARAND et al., 2005) e haloperoxidases (E.C. 1.11.1.-)
(HOLFRICHTER; ULLRICH, 2006).
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FIGURA 6 — REPRESENTAGAO ESQUEMATICA DO DOBRAMENTO a/f
HIDROLASE.

As folhas B sdo mostradas em azul, enquanto as a-hélices em vermelho. Os residuos que formam a
triade catalitica estdo representados pelas esferas vermelhas. A regido aminoterminal é indicada por
NH, no inicio da cadeia e a regido carboéxiterminal por COOH no final da cadeia (BORNSCHEUER,
2002).

A triade catalitica € composta normalmente pelos aminoacidos Ser-Asp-His,
porém glutamato pode estar no lugar do aspartato em algumas lipases. O residuo de
serina que participa da triade catalitica normalmente encontra-se em um
pentapeptideo conservado com uma sequéncia consenso (Gly-X-Ser-X-Gly), onde X
representa qualquer um dos 20 aminoacidos. Alguns bancos de dados de dominios
conservados, por exemplo, o PROSITE (SIGRIST et al., 2002; HULO et al., 2007) e
o Pfam (FINN et al., 2008) utilizam a sequéncia do pentapeptideo e da regido ao seu
redor para classificar se uma determinada sequéncia de aminoacidos codifica para
uma lipase ou esterase. De fato, somente a sequéncia desta regido tem se mostrado
insuficiente para diferenciar entre estes dois tipos de enzimas e, portanto, novos

métodos de diferenciacéo tém sido sugeridos (FOJAN et al., 2000).

Fojan et al. (2000) propuseram um método de comparagdo baseado em uma
analise da composicdo de aminoacidos e também na superficie eletrostatica de
diferentes lipases e esterases. Os autores analisaram regides de 10 A ao redor da
serina do sitio ativo de varias lipases e esterases e encontraram que a distribuigcao
dos aminoacidos em ambas as enzimas € em geral similar. No entanto, os autores

observaram que, em esterases, a presencga de residuos de tirosina na regiao do sitio
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ativo foi duas vezes maior do que em lipases. Porém, quando analisaram a
distribuicdo de aminoacidos nas diferentes faixas do sitio ativo em relagdo a
exposi¢cao ao solvente, os autores verificaram um padrao diferente entre as duas
classes de enzimas. Na regido que nao tem acesso ao solvente (p. ex.: no fundo do
sitio ativo), foi encontrado um numero similar de residuos ndo-polares em ambas as
enzimas, no entanto, na regido que € 100% exposta ao solvente, ou seja, no topo do
sitio ativo, foi encontrado duas vezes mais residuos nao-polares em lipases. Além
disso, o trabalho de Fojan et al. (2000) mostrou que esterases atingem a atividade
otima em valores de pH entre 5,5 a 7,5, pois nestes valores de pH o sitio atvio de
esterases tem um potencial eletrostatico negativo. Enquanto para lipases este
potencial negativo somente ocorre em valores de pH entre 8 a 9. Sabe-se que
esterases e lipases somente sdo ativas quando o sitio ativo tem um potencial
eletrostatico negativo, conforme o mecanismo da catapulta eletrostatica proposto por
Petersen, Fojan e Petersen (2001) (Figura 7).

Pleiss, Fischer e Schmid (1998) compararam a estrutura dos sitios ativos de
diversas lipases e esterases e, como principal conclusao, observaram que os sitios
de lipases sdo normalmente mais largos e profundos do que os sitios presentes em
esterases, 0 que explicaria a capacidade que lipases possuem de reconhecer

substratos mais substituidos e com cadeias mais longas (p.ex.: trioleina).

Sendo assim, os trabalhos de Fojan et al. (2000), Petersen, Fojan e Petersen
(2001) e Pleiss, Fischer e Schmid (1998) mostram que a composi¢céo do sitio ativo,
bem como sua organizacado estrutural sdo fundamentais para se diferenciar entre
uma esterase nao-lipolitica e uma lipase. Além da analise estrutural, outro método
que se dispbe para discriminar entre as duas atividades € a caracterizagao

bioquimica da enzima.
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FIGURA 7 - MODELO DA REPULSAO PELA CATAPULTA ELETROSTATICA
RESPONSAVEL PELA RAPIDA EJECAO DO PRODUTO DO SITIO

ATIVO.
Fonte: PETERSEN et al.(2001).

Como conclusdo, pode-se afirmar que enzimas que possuem a capacidade
de hidrolisar substratos pouco soluveis ou insoluveis em agua tais como
triacilglicerdis de cadeia longa, sdo denominadas de esterases lipoliticas ou, mais
comumente, lipases. Ja as esterases que nao hidrolisam substratos de cadeia longa,
ou ainda aqueles que formam agregados insoluveis, por exemplo, a trioleina, s&o

denominadas de esterases nao-lipoliticas ou carboxilesterases.
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3 OBJETIVOS

Atualmente, a utilizagdo de enzimas em diversos processos biotecnolégicos é
ampla. A aplicagdo de enzimas para a resolugdo de misturas racémicas de
compostos quimicos de interesse econémico vem atraindo a atengcao de empresas
dos ramos de quimica fina e farmacéutica. Entre as enzimas mais utilizadas, as
lipases e esterases microbianas lideram, apresentando um grande numero de
artigos na literatura, patentes e aplicagdes em larga escala. No entanto, a busca por
enzimas que melhor se adaptem as condi¢des de catalise ndo-convencionais ainda
€ presente. Isto ocorre devido ao fato de que nem todas as enzimas tém mostrado
atividade e estabilidade suficiente para serem aplicadas com sucesso em
biocatalise. Estudos estruturais e funcionais tém mostrado que as enzimas
halofilicas tém grande potencial para se adaptarem a presengca de solventes
organicos, representando um importante grupo de enzimas para utilizagdo em

biocatalise.

Neste contexto, o principal objetivo deste trabalho foi o de caracterizar
bioquimicamente a esterase de Haloarcula marismortui ATCC 43049 e confirmar
experimentalmente sua caracteristica halofilica e através de modelagem molecular
comparativa, com vistas a verificar a possibilidade de utilizacdo desta enzima em

sistemas de biocatalise.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Pesquisar in silico genes de interesse (lipases e esterases) em genomas de arqueas
halofilicas;

Identificar os genes através de analise bioinformatica;

Clonar um gene de interesse, no caso a ORF rrnAC0088 de H. marismortui anotada
como uma lipase/esterase putativa e otimizar a sua superexpressao em E. coli;
Purificar a enzima para posteriores estudos de caracterizacio cinética e halofilica;
Avaliar o efeito da concentragao de sal na atividade da enzima;

Avaliar o efeito da concentracéo de sal na recuperacao da atividade enzimatica;
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Avaliar o efeito da concentracdo de sal na formacao de estruturas secundarias da
enzima;

Avaliar a preferéncia da enzima frente a diferentes substratos;

Realizar ensaios de inibicdo para classificar a enzima conforme seu mecanismo de
catalise;

Gerar um modelo estrutural computacional da enzima usando a técnica de
homologia estrutural;

Estudar comparativamente as caracteristicas estruturais do modelo, tais como a

distribuicdo de aminoacidos na superficie e o seu potencial eletrostatico.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ESTRATEGIA DO TRABALHO

Primeiramente, sera apresentado um fluxograma contendo a estratégia que
foi adotada durante o trabalho e em sequéncia sera detalhado o conjunto de

protocolos utilizados em cada etapa (Figura 8).

Analise Bioinformatica

(1) Selegdo de genes de interesse em
genomas de arqueas halofilicas;

(2) Analise de dominios conservados.

\ 4

Cultivo do Microrganismo

(1)  Cultivo de H. marismortui.

v

Clonagem do gene
(1) Extragcdo do DNA gendmico;
(2) Amplificagdo do gene por PCR;

(3) Clonagem em vetor de expressao.

\ 4

Purificagao da enzima

(1)  Superexpressao em E. coli;

(2) Purificagao por métodos
cromatograficos.
Caracterizagao da atividade enzimatica Caracterizagao da halofilia da enzima
(1) Efeito da concentragdo de sal na (1) Efeito da concentragcdo de sal na
atividade; recuperagao da atividade;
(2) Efeito do pH na atividade; (2) Efeito da concentragcdo de sal na

(3)  Preferéncia ao substrato; manutengao de estruturas secundarias;

(3) Modelagem estrutural e andlise da

(4)  Estudos de inibigao; superficie acessivel ao solvente.

(5) Estabilidade frente a  solventes
organicos.

FIGURA 8 — ESTRATEGIA APLICADA NESTE TRABALHO
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4.2 ANALISE BIOINFORMATICA DO GENE lipC DE Haloarcula marismortui.

Para um melhor entendimento das analises in silico que foram realizadas
neste trabalho, no préximo tdpico serdo descritas as ferramentas de bioinformatica

que foram utilizadas e suas finalidades.

4.2.1 KEGG

O KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes -
http://www.genome.jp/kegg/) € um banco de dados de genomas, genes, vias
metabdlicas, reagdes enzimaticas e classificacdo de enzimas e diversos compostos
(KANEHISA et al., 2008). O banco de dados do KEGG foi utilizado para a busca de
genes de lipases/esterases no genoma de arqueas halofilicas. Especificamente, trés
genomas foram analisados: (1) Halobacterium sp. NRC-1 (NG et al., 2000), (2)
Haloarcula marismortui (BALIGA et al., 2004) e (3) Natronomonas pharaonis (FALB
et al., 2005). A busca pelos genes foi feita usando palavras-chave tais como lipase,
esterase e hydrolase. Os genes encontrados também foram analisados quanto a
ocorréncia de genes ortdlogos e paralogos usando a ferramenta KEGG/SSDB
(Sequence Similarity DataBase) (SATO et al., 2001).

4.2.2 BLAST

Para verificar a homologia existente entre o gene lipC de H. marismortui e 0s
demais genes depositados no NCBI (National Center for Biotechnology Information)

o programa BLAST foi utilizado.

O programa BLAST (Basic Local Aligment Sequence Tool) € um algoritmo

desenvolvido para alinhar sequéncias de nucleotideos ou aminoacidos de acordo
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com a similaridade existente entre a sequéncia alvo e as sequéncias depositadas no
banco de dados (ALTSCHUL et al.,1990). Ao final de cada alinhamento, o BLAST
gera uma lista de sequéncias mais similares a seqiéncia alvo e classifica cada

alinhamento individual utilizando dois valores: o escore e o E-value.

O escore é um valor que indica o numero de semelhanga entre duas
sequéncias. Especificamente, em sequéncias de aminoacidos existem trés tipos de
pareamentos: (1) aminoacidos idénticos, (2) aminoacidos similares e (3)
aminoacidos diferentes. Cada pareamento tem um peso atribuido e a somatoria de

todos os pareamentos € o escore.

O E-value é um valor estatistico que indica a expectativa de que outra
sequéncia com escore idéntico ou maior ao valor obtido em um determinado
alinhamento seja encontrada. Portanto, seqléncias com alto escore exibem um

baixo E-value, e sequéncias idénticas possuem E-value igual a zero.

4.2.3 Analise de Dominios Conservados

Dominios conservados sao regides com caracteristicas estruturais similares
que ocorrem em diferentes proteinas e que podem ser classificados por analise
comparativa. A analise de dominio conservado pode indicar se uma determinada
sequéncia de aminoacidos possui uma regido que de fato representa um dominio
encontrado em outras proteinas ja conhecidas. Neste trabalho, foram utilizados dois
programas para a analise de dominios conservados: (1) PROSITE — My Hits (HULO
et al., 2007) e (2) Pfam (FINN et al., 2008). Ambos os programas geram uma lista de
dominios conservados reconhecidos e atribuem a cada um deles um escore e um

valor de E-value.
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4.2.4 Analise de Sequéncia Peptideo Sinal e Dominios Transmembrana

A predicdo de sequéncia peptideo sinal em LipC foi realizada pelos
programas SignalP 3.0 (BENDTSEN et al.,, 2004) e TatP 1.0 (BENDTSEN et al.,
2005). A predi¢cao de dominios transmembrana foi feita pelo programa DAS — Dense
Aligment Surface (CSERZO et al., 1997).

4.3 MICRORGANISMOS, MEIOS DE CULTIVO, CONDICOES DE CULTIVO E
ANTIBIOTICOS

4.3.1 Microrganismos.

A estirpe de Haloarcula marismortui ATCC 43049 foi gentilmente cedida pelo
professor Francisco Rodriguez-Valera, da Universidade Miguel Hernandez, Alicante,
Espanha. As estirpes de E. coli utilizadas ao longo do trabalho estdo mostradas na
Tabela 1.

Para manutencdo dos plasmideos e etapas de clonagem, foi utilizada a
estirpe Escherichia coli DH10B. Para superexpressao do gene lipC foram utilizadas
as estirpe de E. coli BL21(DE3) e Rosetta(DE3) pLysS. As estripes de E. coli
BL21(DE3), Rosetta(DE3) pLysS, Origami(DE3) pLysS e C41(DE3)pRARE, uma
estirpe na qual foi introduzido o plasmideo pRARE, foram utilizadas para a triagem

de superexpressao com anticorpos anti-cauda de histidinas.
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TABELA 1 — ESTIRPES DE Escherichia coli UTILIZADAS NESTE TRABALHO

Estirpe Genétipo Procedéncia
DH10B smf, F [proAB™ Invitrogen, Carlsbad, CA,
lacZAM15] EUA
F"ompT hsdSg(rg” mg’) gal .
R Novagen, Gibbstown, NJ,
BL21(DE3)pLysS dem A(DE3) pLysS (Cm™)
EUA
F* A (DE3) gor522::Tn10 .
_ . R R Novagen, Gibbstown, NJ,
Origami(DE3)pLysS trxB (Str™, Tet"™)
EUA
F ompT hsdSB(rs” mg” gal
dcm NDE3) pLysSRARE Novagen, Gibbstown, NJ,
Rosetta(DE3)pLysS R
(Cm™) EUA
F* ompT hsdSg (rg mg’
P 5 ' M) 1IROUX: WALKER.
C41(DE3)pRARE gal dem (DE3)

pLysSRARE (CmR)

1996)
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4.3.2 Meios de Cultivo

Os meios de cultivo utilizados estao dispostos na Tabela 2.

TABELA 2 — MEIOS DE CULTIVO UTILIZADOS NESTE TRABALHO

Meio Composigio (g.L™) Referéncia

NaCl, 125; MgCly, 160; KoSO,, 5; CaCl,

Halobaculum
s dihidratado, 0,1; casaminoéacidos, 1; OREN et al., 1995
gomerrense extrato de levedura, 1 e amido, 2.
Lgb extrato de levedura 5, NaCl 10, triptona SAMBROOK et al.,
10. 1989
SOR® triptona 20, extrato de levedura 5, NaCl SAMBROOK et al.,
0,5. 1989
triptona 30, extrato de levedura 20,
SB® MOPS [acido 3-(N-
morfolino)propanosulfénico)] 10.
B triptona 12, extrato de levedura 24, SAMBROOK et al.,

glicerol 4 ml, K;HPO4 9,4, KH,PO4 2,2 1989

a- O pH foi ajustado para 7,0 com NaOH (0,1 moI.L'1) previamente a autoclavagem (15 min, 120°C).
As placas de meio solido continham 2 % (m/v) de Agar bacteriolégico. Para preparo do meio sélido,
NaCl e MgCl, foram autoclavados na forma de sal separadamente e depois misturados com o meio
contendo agar.

b - Pr?viamente a autoclavagao (20 min, 120°C), o pH do meio foi ajustado para 7,0 com NaOH (0,1
mol.L™).

4.3.3 Condigdes de Cultivo

A cultura liquida de H. marismortui foi cultivada em meio liquido sob agitagcéo
a 160 rpm e 37°C, em frascos Erlenmeyers de 250 mL com 50 mL de meio. O
crescimento foi acompanhado por determinacdo de densidade optica a 600 nm
(D.O.600)- A estirpe E. coli DH10B foi cultivada a 37°C com agitacdo de 160 rpm. Os

cultivos em meio solido foram feitos em placas de Petri, com a mesma composigcao
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do meio LB, acrescido de agar a 1,5 % (m/v) (meio LA). Ambas as culturas, em meio
liquido e sélido, foram crescidas na presenca dos antibiéticos apropriados.

4.3.4 Antibioticos

Os antibidticos e as concentracdes utilizadas estdao mostrados na Tabela 3.

TABELA 3 — ANTIBIOTICOS E CONCENTRAGOES DE USO

Antibistico Concentragao no Concentragao no Meio
Estoque (mg.mL™) de Cultivo (ug.mL™")
Ampicilina® 250 100
Canamicina® 100 50
Estreptomicina® 80 80
Cloramfenicol® 34 34

a - ambos antibidticos foram dissolvidos em agua e filtrados por membranas de 0,2 um; b - dissolvido
em etanol absoluto e filtrado por membrana de 0,2 um.

4.4 MANIPULACAO DE DNA

4.4 1 Plasmideos

Os plasmideos utilizados neste trabalho estdo mostrados na Figura 9. Os
plasmideos pDONR221 e pDEST14 fazem parte dos sistemas de clonagem
Gateway® (Invitrogen, Carlsbad, Califérnia, EUA), como sera descrito mais adiante
no item de clonagem génica. Outro plasmideo utilizado para a superexpressdo do
gene lipC foi o pET-14b (Novagen, Gibbstown, Nova Jérsei, EUA) (Figura 9C). Na

Figura 10 estéo dispostos os plasmideos recombinantes obtidos neste trabalho.
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FIGURA 9 — PLASMIDEOS UTILIZADOS PARA CLONAGEM DO GENE /ipC DE

Haloarcula marismortui

(A) plasmideo pDONR221 — a regido onde o gene de interesse foi inserido esta destacada acima do
vetor: attP1 e attP2 sado os sitios de recombinacgéo, ccdB codifica para uma proteina toéxica e cm®

refere-se ao gene de resisténcia a cloramfenicol. (B) plasmideo pDEST14 - a regido onde o gene de
interesse foi inserido esta destacada acima do vetor: attR1 e attR2 sao os sitios de recombinagao, o
promotor e terminador T7 estdo a montante e a jusante do gene, respectivamente. (C) plasmideo
pET-14b — o sitio de policlonagem corresponde a flecha em preto (sitios entre Ndel e BamHI). Os
sitios Ndel e BamHI que foram utilizados para a clonagem do gene lipC encontram-se nesta regido do

plasmideo.



43

No plasmideo pET-14b, a expressdo do gene de interesse esta sob controle
do promotor forte do bacteriéfago T7. Além disso, este plasmideo contém uma
sequéncia que codifica para seis histidinas a montante do gene de interesse. Sendo
assim, a proteina recombinante contém uma fusdo de seis histidinas, mais uma
sequéncia de dez aminoacidos (SSGLVPRGSH) antes da sua porgao N-terminal.
Nesta sequéncia de dez aminoacidos, também encontramos um sitio de protedlise

reconhecido por trombina entre os residuos de arginina e glicina.

A
pUC ori

2701 676

pDONR221/lipC
2476 3382 bp 901

lipC
KmR

1801 1576

B promotor T7

terminador T7
pDEST14/lipC

5625 bp

AmpR
pBR322 ori

FIGURA 10 - PLASMIDEOS RECOMBINANTES CONTRUIDOS NESTE
TRABALHO

(A) — plasmideo pDONR221/lipC — clone de entrada com o sistema Gateway. (B) — plasmideo
pDEST14/lipC - vetor para superexpressao do gene lipC sob controle do promotor T7.
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C terminador T7
AmpR

lipC

pET14b/lipC
5638 bp

promotor T7

FIGURA 10 - PLASMIDEOS RECOMBINANTES CONTRUIDOS NESTE

TRABALHO

(C) — plasmideo pET14b/lipC — plasmideo da familia pET para superexpressao do gene lipC sob
controle do promotor T7.

4.4.2 Transformacao Bacteriana

4.4.2 1 Preparo de Escherichia coli eletrocompetente

Coldnias isoladas de E. coli DH10B foram inoculadas em 3 mL de meio LB. O
in6culo foi incubado a 37 °C sob agitagao de 160 rpm por 12 h. Inoculou-se 100 mL
de meio SOB em Erlenmeyer de 500 mL. A cultura foi incubada nas mesmas
condigdes que o inoculo, até D.O.s00 de 0,8. Quando a cultura atingiu este estagio,
foi colocada no gelo, durante 30 min. O meio foi transferido para os tubos de
centrifuga gelados e centrifugados a 3.500xg durante 5 min, o sobrenadante foi
descartado e o precipitado lavado com o0 mesmo volume de agua ultra-pura gelada.
Este procedimento foi repetido mais uma vez com meio volume de agua. Apds a
ultima centrifugacédo, as células foram lavadas com glicerol 10% (m/v) com 25% do
volume total do tubo e ressuspendidas em 400 uL de glicerol 10% (m/v). As células

foram transferidas para tubos eppendorfs (30 uL) e armazenadas a -70 °C.
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4.4.2.2 Transformacgao por eletrochoque

Aliquotas de 30 pL de células eletrocompetentes foram descongeladas, em
banho de gelo, anteriormente a eletroporagdo. Na camara de eletroporagédo foram
pipetadas a solugdo de bactéria eletrocompetente (30 pyL) e 1 yL da amostra
contendo o DNA a ser transformado. As células foram submetidas a choque de
1.800 volts (25 pF e 200 Q), e depois transferidas para 1 mL de meio SOC e
incubadas a 37 °C durante 1 h para recuperacédo. Apds este periodo, 100 yL da
mistura foram plaqueados em meio LA contendo o antibiético apropriado. Apds 16 h

de crescimento a 37 °C foi observada a formacao de colbnias.

4.4.3 Purificagdo de Plasmideos por Lise Alcalina

A purificagdo de plasmideos foi feita seguindo o protocolo de lise alcalina
(SAMBROOK et al., 1989). De uma cultura saturada coletou-se 1,5 mL e
centrifugou-se por 1 min a 10.000xg. O precipitado de células foi ressuspendido em
150 uL de solugdo GET (glucose 50 mmol.L”', EDTA 10 mmol.L™" e Tris-HCI 25
mmol.L”', pH 8,0) e a mistura foi brevemente homogeneizada em Vortex.
Acrescentaram-se 150 pL de solucdo de lise (NaOH 0,2 mol.L”" e SDS 1%, (m/v)) e
a mistura foi homogeneizada invertendo-se o tubo lentamente até observagcédo do
aumento de sua viscosidade. Incubou-se a mistura a temperatura ambiente durante
5 minutos para ocorrer lise completa. Apdés a lise, adicionou-se 150 pL de Kacf
(acetato de potassio 3 mol.L™ e acido férmico 1,8 mol.L™") e foi homogeneizado por
inversdo. A mistura foi incubada por 5 min em gelo e centrifugada por 5 min a
10.000xg. O sobrenadante foi coletado e, a ele 100 pyL de fenol-cloroférmio-alcool
isoamilico (25:24:1)(v/v/v) foram adicionados. A solugdo foi misturada em vortex e
centrifugada por 5 minutos a 10.000 g. A fase aquosa coletada foi adicionado 0,6
volumes de isopropanol e a solucéo foi incubada a temperatura ambiente por 25
minutos para precipitagdo do DNA. Centrifugou-se por 15 min a 10.000xg e

descartou-se o sobrenadante. O precipitado foi lavado com 1 mL de etanol 80 %
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(v/v) e centrifugado por 5 min a 10.000xg. Descartou-se o sobrenadante e o
precipitado foi secado a vacuo. Apos secagem, o precipitado foi solubilizado em 20

ML de agua ultra-pura.

4.4 .4 Eletroforese de DNA em Gel de Agar ou Agarose

A eletroforese de DNA foi realizada de acordo com a técnica descrita por
SAMBROOK et al. (1989). O gel foi preparado fundindo-se agarose a 1% (m/v) em
tampao TBE 1X (Tris 89 mmol.L™", acido bérico 89 mmol.L”" e EDTA 2 mmol.L™"; pH
8). Para a corrida utilizou-se o mesmo tampao. O DNA a ser analisado (5 pL) foi
misturado com 3 pL de solugdo FSUDS (azul de bromofenol 0,8% (m/v); ficol 10%
(m/v); xileno cianol 0,4% (m/v), SDS 1% (m/v), EDTA 1,8 mmol.L™"; Tris-HCI 65
mmol.L™", pH 8,0) e aplicado no gel de agarose. As eletroforeses foram realizadas
sob voltagem constante de 60 V. Apds a corrida, o gel foi transferido para uma
solucdo de brometo de etideo a 0,5 pg.mL'1 para revelagcdo das bandas de DNA.
Incubou-se o gel por 30 min, lavando-o em agua por mais 10 min para eliminagéo do
excesso do corante. As bandas foram visualizadas em um sistema de
documentagéo de imagens (UVP UltraViolet Products ) irradiando o gel com UV no

comprimento de onda de 312 nm.

4.4.5 Reagdes com Enzimas de Restrigdo

Para a digestdo de plasmideos e produtos de PCR dois sistemas foram
utilizados: (1) reagdes de 100 uL para preparagao de fragmentos de DNA ou vetores
para posterior ligagao, ou (2) reagdes de 20 uL para analise de fragmentos de DNA
durante as etapas de clonagem. Todas as reagbes foram feitas em tubos
Eppendorfs de 1,5 mL de capacidade. Os sistemas de 100 yL foram compostos de
73 pL de agua ultra-pura, 10 pL do tampao 10X apropriado para a enzima e
fornecido pelo fabricante, 15 yL de DNA plasmidial (0,2 a 1 ug de DNA), 1 pL de

RNase A livre de DNase e 1 L da enzima de restricao de escolha (10 U de enzima).
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Os sistemas de 20 pL foram formados pelos mesmos componentes, porém,
calculando-se as suas quantidades para um volume final de 20 uL. A temperatura e
tempo de incubagao foram ajustados de acordo com a enzima utilizada, seguindo as

especificagcdes do fabricante.

4.4.6 Extracdo do DNA genbmico de Haloarcula marismortui

O DNA gendmico de H. marismortui foi obtido por lise das células, através de
choque osmético em agua e o DNA liberado foi extraido 3 vezes com 1 volume de
fenol equilibrado com tampao Tris-HCI 100 mmol.L™', pH 8,0. Apds extracdo, a fase
aquosa foi misturada com 2 volumes de etanol absoluto e 0,1 volume de acetato de
sodio a 3 mol.L™", a mistura foi incubada por 12 h a -20°C e centrifugada por 10 min a
10.000 g e 4°C. O precipitado de DNA foi lavado trés vezes com etanol a 80% (v/v)
em agua e solubilizado com agua ultra-pura. A concentracdo do DNA obtido foi
determinada utilizando o sistema Qubit® (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e a sua
integridade foi verificada por eletroforese em gel de agarose 1% (m/v), como descrito
em 4.4.4. O grau de pureza foi verificado determinando a absorvancia da amostra de
DNA a 260 e 280 nm. O valor da relagdo Abs.s0/ Abs.2g foi igual a 1,9.

4.4.7 Clonagem do gene lipC de Haloarcula marismortui

Dois sistemas de clonagem foram utilizados, sendo estes: 1) clonagem pelo
método de recombinagédo — Gateway (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e 2) clonagem

classica através de digestao do produto de PCR e ligagao em vetor de expresséao.
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4.4.7.1 Clonagem Utilizando Sistema Gateway

O sistema Gateway € um método de clonagem universal baseado na
recombinacéo sitio-especifica do bacteriéfago lambda. Para clonar produtos de PCR
com este sistema, é necessario inserir nas regides flanqueadoras do gene sitios de
reconhecimento denominados attB. Os sitios attB das regides flanqueadoras
interagem com sitios attP no vetor de interesse (Figura 11A). Esta primeira reagao,
chamada de BP, é catalisada por uma mistura de clonases de E. coli e do
bacteriéfago lambda; o vetor que recebe o produto de PCR é chamado de vetor de
doacao e o clone gerado é denominado clone de entrada (Figura 11A). Os sitios attB
do produto de PCR, apo6s a recombinacgdo, s&o transformados em sitios attL (Figura
11B). Na segunda reagéo, os sitios attL do clone de entrada se recombinam com os
sitios attR do vetor de destino (Figura 11B). Esta reacdo € chamada de LR, gerando

um clone final para expressao do gene de interesse.

U
A
afB 8B iR affR
=3 W + R =3 .
Produto de PCR Vetor de Produto
entrada lateral

com sitios aftB

affR aftR st affB st affp

B
affL affl
+ o +
Clone de Vetor de B —— Clone de Produto
entrada destino expressao lateral

FIGURA 11 — REPRESENTACAO DAS REAGCOES DE RECOMBINACAO NO
SISTEMA DE CLONAGEM GATEWAY

O gene lipC de H. marismortui foi amplificado por reagdao de PCR com dois
oligonucleotideos para as sequéncias 5 e 3’ do gene contendo os sitios attB1 e
attB2, respectivamente. Os sitios attB1 e B2 estao sublinhados enquanto os codons

de inicio e término de traduc&o estdo destacados em negrito abaixo:
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Oligonucleotideos:

(1) FWlipCHm_GW
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTTCGAAGGAGATAGAACCATGTCCA
CGACGGCCCGACC

(2) REVI/ipCHm_GW
GGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTCAATGATGATGATGATGATGGAATC
CGGGGCCGTCGCGG

Os sitios aftB1 e B2 permitem a clonagem por recombinag&o utilizando os
vetores “doadores” (pPDONR) e de “destino” (pDEST). A reagao de PCR, conduzida
em tubos Eppendorf de 200 pL, foi preparada com os seguintes componentes: H,O
ultra-pura para um volume final de 50 pyL, 5 pL de tampdo de reacdo 10X
concentrado, 10 pL de mistura de dNTP 2,5 mmol.L™", 15 pmol de cada
oligonucleotideo, 500 ng de DNA genémico de H. marismortui e 2 unidades de Pfu
DNA Polimerase (Promega, Madison, Wisconsin, EUA). Os seguintes ciclos de
temperatura foram utilizados: desnaturagédo inicial (95°C; 2 min) x 1 ciclo,
[desnaturagao (95°C; 1 min), anelamento (69,8°C; 30 s) e extensao (74°C, 4 min)] x
35 ciclos, extenséo final (74°C, 5min). Ao final da reagao, 10 uL foram aplicados em
gel de agarose 1% (m/v) para verificagdo do produto de PCR, com cerca de 1 kb. Os
40 puL restantes também foram aplicados para posterior extracdo da banda

kTM

correspondendo ao gene lipC e purificagdo pelo kit PureLin Gel Extraction

(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA).

A reacdo de BP foi realizada com 100 ng de produto de PCR, 2 uL de
pDONR221 (150 ng/uL), 4 uL de BP Clonase Enzyme Mix e tampao TE (pH 8) para
um volume de 16 uL. Apds 12 h de reacdo a 25°C, foram adicionados 2 pL de
proteinase K (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e a reacdo incubada por 10 min a
37°C. Apos digestdo com proteinase K, 5 yL da reagdo foram transformados por
choque térmico na estirpe de E. coli DH10B, sendo toda a reag&o de transformacéo
plaqueada em LB agar com canamicina a 100 pg.mL'1 e incubada por 12 h a 37°C.

Uma reacgao controle sem o produto de PCR foi realizada em paralelo. Nenhuma
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colbnia foi visualizada ap6s 12 h de cultivo. Das col6nias que cresceram na reagao
principal, seis foram coletadas e seus plasmideos purificados com o kit QlAprep Spin
Miniprep (Qiagen, Hilden, Alemanha). A identidade do plasmideo recombinante foi
primeira analisada por restricdo e apds por sequenciamento de DNA, pelo método
de SANGER et al. (1977).

O plasmideo gerado pela reagdo BP foi denominado pDONR221/lipC e
utilizado em uma seguinte reagdo de recombinacdo, a reagao LR, que transfere o
gene para um vetor de “destino”, pDEST-14. A reacgéao foi realizada com 300 ng de
pDONR221/lipC, 300 ng de pDEST14, 4 uL de LR Clonase Enzyme Mix e tampao
TE (pH 8) para um volume de 16 pL. A reacgao foi incubada, tratada com proteinase
K e transformada em E. coli DH10B. Das colénias que cresceram, seis foram
coletadas e seus plasmideos purificados com o kit Q/Aprep Spin Miniprep (Qiagen,
Hilden, Alemanha). A identidade dos plasmideos recombinantes foi analisada por
restricdo e sequenciamento de DNA. O plasmideo pDEST14 contém o promotor T7
a montante do gene e, portanto foi utilizado para superexpressar o gene lipC em E.
coli que expressam a T7 RNA polimerase (p. ex.: estirpes BL21(DE3)pLysS e
Rosetta(DE3)pLysS).

4.4.7.2 Clonagem do gene lipC de Haloarcula marismortui em pET-14b

O gene lipC de H. marismortui foi amplificado por reagdo de PCR com dois
oligonucleotideos especificos para as sequéncias 5’ e 3’ do gene contendo os sitios
para as enzimas de restricdo Ndel e BamHI|, respectivamente.

Oligonucleotideos:

(1) FW/ipCHm:
5' GTCGGGCATATGTCCACGACGGCCCGACC 3'
Ndel

(2) REVIipCHm:
5" TCGACCGGATCCTCAGAATCCGGGGCCGT 3
BamHl
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A reacado de PCR, em tubos Eppendorf de 200 uL, foi preparada com os
seguintes componentes: agua ultra-pura para um volume final de 50 yL, 5 yL de
tampao de reacdo 10X concentrado, 10 yL de mistura de dNTP 2,5 mmol.L", 15
pmol de cada oligonucleotideo, 500 ng de DNA gendémico de H. marismortui e 2
unidades de Pfu DNA Polimerase (Promega, Madison, Wisconsin, EUA). Os
seguintes ciclos de temperatura foram utilizados: desnaturacao inicial (95°C; 2 min),
[desnaturagao (95°C; 1 min), anelamento (69,8°C; 30 s) e extensao (74°C, 4 min)] x
35 repeticdes, extensao final (74°C, 5 min). Ao final da reagdo, 10 pL foram
aplicados em gel de agarose 1% (m/v) para verificagdo do produto de PCR, com
cerca de 1 kb. Os 40 pL restantes também foram aplicados para posterior extragcao
da banda correspondendo ao gene lipC e purificagdo pelo kit PureLink™ Gel
Extraction (Invitrogen, Carlsbad, Califérnia, EUA).

O produto de PCR purificado foi concentrado por centrifugagado e secagem a
vacuo (speedvac), 30 min a 10.000xg e sua concentracao foi determinada utilizando
o sistema Qubit® (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). Apds concentragao, o produto de
PCR foi digerido com as enzimas Ndel durante 12 h e mais 12 h com a enzima
BamHI| (Promega, Madison, Wisconsin, EUA). O plasmideo pET-14b foi digerido 12
h com a enzima de restricdo Ndel e apds 12 h com a enzima BamHl|. A reagao de
restricao foi precipitada com 0,01 volume de acetato de sédio 3 mol.L™"; pH 5,2 e
dois volumes de etanol absoluto a 4°C. A mistura foi incubada a -80 °C durante 30
min e depois centrifugada a 10.000xg por 15 min. O precipitado foi lavado com 500
ML de etanol 70% (v/v), seco em estufa a 37°C e ressuspendido em 10 yL de agua
ultra-pura. A concentragao do plasmideo digerido foi determinada usando o sistema
Qubit® (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA).

4.4.8 Reacao de Ligagéo do gene lipC em pET-14b

A reacgao de ligagado de DNA foi feita de acordo com o protocolo da Promega
(Madison, Wisconsin, EUA) fabricante da ligase utilizada. O sistema reacional foi
composto de 100 ng do vetor (pET-14b digerido), 108 ng do inserto digerido, 1 yL do
tampéao para ligase 10 X concentrado, 1 unidade Weiss de T4 DNA ligase e agua
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ultra-pura para 10 pL. A reacao foi incubada durante 12 h a 4°C e desta, 1 uL foi
transformado por eletrochoque em E. coli DH10B, sendo a reag¢ao de transformagéao

plaqueada em agar LA contendo ampicilina (100 pg.mL'1).

4.4.9 Triagem de Plasmideos Recombinantes por Rapid Prep

Os clones foram analisados por Rapid prep segundo o método descrito por
BEUKEN et al. (1998). As colbnias que cresceram em agar LA foram coletadas e
cultivadas em 5 mL de meio LB durante 16 h (37°C, 250 rpm), na presenga de
antibidtico para selecao. Apos crescimento, 150 pL de cada cultura foram coletados
e centrifugados a 10.000xg durante 30 s. O sobrenadante foi removido e ao
precipitado adicionou-se 40 uL de uma solucao de azul de bromofenol 0,1% (m/v) e
sacarose 6% (m/v), e 14 uL de fenol:cloroformio 1:1 (v/v). Os tubos foram agitados
com um pulso de 5 s em vortex para lise das células. O lisado foi centrifugado
durante 3 min a 10.000xg para separagao das fases. Para verificagdo dos clones, 10
ML da fase aquosa foram aplicados diretamente em um gel de agarose 1% (m/v).
Como controle, foi aplicado na primeira linha do gel o plasmideo de origem, que néo
continha o inserto. Os plasmideos que migraram com um tamanho superior ao
plasmideo de origem foram selecionados para posterior analise de restricdo e

sequenciamento.

4.5 SUPEREXPRESSAO DO GENE lipC DE Haloarcula marismortui EM Escherichia

coli

4.5.1 Triagem de Superexpressao com Anticorpos Anti-cauda de Histidinas

Neste método, a expressao da proteina é realizada em quatro estirpes de E.

coli, trés meios de cultivo e trés temperaturas, resultando em um plano experimental
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de 36 combinagdes que foi computacionalmente gerado pelo programa SAmMBA
(http:/ligs-server.cnrs-mrs.fr/'samba/) (AUDIC et al., 1997; VINCENTELLI et al,
2005).

Um pré-inoculo foi feito em placa do tipo Deep Well de 24 pogos, com 5 mL
de meio LB e ampicilina (100 ug.mL™"), esta cultura foi desenvolvida a 37°C e 250
rom por 16 h. Apds obtengdo do pré-inoculo, trés placas Deep Well de 24 pocos
foram preparadas com os meios LB, TB e SB, na ordem representada na Tabela 4.
As placas foram inoculadas com o pré-indculo e incubadas a 37°C até a D.O.gg de
0,4.

TABELA 4 — ESQUEMA UTILIZADO NA TRIAGEM DE SUPEREXPRESSAO DO
GENE lipC DE Haloarcula marismortui EM Escherichia coli

Placa 1 Placa 2 Placa 3
Estirpe
37°C 25°C 17°C
BL21(DE3)pLysS® LB B SB
Rosetta(DEB)pLysSb LB SB B
Origami(DE3)pLysS*® SB B LB
C41 (DE3)pRAREd TB LB SB

Cada condigéo foi realizada com uma estirpe em trés diferentes temperaturas e meios. a — estripe de
E. coli utilizada para a superexpressao de genes sob controle do promotor T7, b — estirpe de E. coli
utilizada para a expressao de genes que contém cdédons raros, ou aqueles que sao utilizados em
baixa frequéncia por E. coli, c- estirpe de E. coli que contém algumas mutagdes que favorece a
expressao de proteinas que possuem muitas pontes dissulfeto e d — estirpe derivada da BL21(DE3)
que é capaz de expressar proteinas toxicas.

Atingida a D.O.500 de 0,4, IPTG (isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo) foi
adicionado para a concentracdo final de 1 mmol.L”". As placas planejadas para
inducdo a 37°C foram incubadas por mais 4 h nesta temperatura, sendo que as
placas planejadas para indugcédo a 17 e 25°C foram incubadas nestas temperaturas
durante mais 16 h. Logo apo6s o inicio da indugdo, uma aliquota de 1,5 mL foi
pipetada, centrifugada (10.000xg, 4°C) e as células foram congeladas a — 20°C.
Apods o tempo de indugdo, uma aliquota de volume variavel foi coletada e tratada
como anteriormente. O volume da aliquota apds indugao foi pipetado levando em
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consideragao a D.O.go0 determinada no momento da coleta. Assumiu-se que para
uma D.O.s00 de 0,4; 1,5 mL de cultura foi coletado. Quando a cultura atingiu valores
de D.O.g00 superiores a 0,4, volumes menores de meio foram coletados, sempre

respeitando a propor¢ao de 0,4 para 1,5 mL conforme definida incialmente.

As amostras foram centifugadas e as células foram congeladas a -20°C. Apos
descongelamento, foram adicionados DNAse e lisozima para uma concentragéo final
de 10 pyg.mL" e 20 mmol.L™" de MgSO,. Apds meia hora a temperatura ambiente, as
amostras foram centrifugadas (10.000xg, 4°C, 10 min) para separagao das fragdes
soluvel e insoluvel. A fracao insoluvel foi ressuspendida em 300 pyL de tampao Tris-
HCI 50 mmol.L™", pH 8 com 8 mol.L”" de uréia. Volumes de 250 L de cada fracdo
foram depositados em uma membrana de nitrocelulose (Biorad, Hercules, CA, EUA)
e bloqueadas 2 h com solug&o de soroalbumina bovina a 3% (m/v) em tampao TBS
(20 mmol.L™" Tris-HCL pH 8,0, 150 mmol.L™' NaCl). Apds isto, a membrana foi lavada
duas vezes durante 10 min com tampao TBS contendo Tween 20 0,1% (v/v). Uma
lavagem adicional de 10 min foi feita com tampao TBS. A membrana foi incubada
com anticorpo anti-cauda de histidinas conjugado a Horseradish peroxidase (GE
Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Suécia) na diluicdo de 1:5.000 por 2 h. Para
assegurar a remocgao de todo o anticorpo nao ligado, a membrana foi lavada duas
vezes (10 min) com tamp&o TBS + Tween 20 0,1% (m/v) e uma vez com tampéo
TBS (10 min). As membranas foram incubadas com o reativo ECL (GE Healthcare
Bio-Sciences AB, Uppsala, Suécia) e reveladas por luminescéncia com exposi¢ao a

um filme fotografico por 10 s.
Para cada condi¢cao de expresséao foi atribuido um valor de 0 a 3 dependendo

da intensidade da amostra por analise visual. Somente as fra¢cdes soluveis foram

avaliadas.

4.5.2 Superexpressao do gene lipC em E. coli a partir do vetor pET14b/lipC

A estirpe de E. coli BL21(DE3) pLysS (Novagen, Gibbstown, NJ, EUA) foi

transformada com o plasmideo contendo o gene /lipC clonado em pET14b e
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cultivada por 12 h em meio LA com 100 pg.mL'1 de ampicilina e 34 pg.mL'1 de
cloramfenicol. Apos crescimento, as colonias foram transferidas para 10 mL de meio
LB, contendo os mesmos antibiéticos, para cultivo do pré-inéculo (16 h, 37°C). A
cultura obtida como pré-inéculo foi reinoculada em 1 L de meio LB para uma DOggo
de 0,1 e cultivada até a DOgg de 0,4, a 250 rpm e 37°C. Quando atingida a DOggo de
0,4, IPTG foi adicionado para concentragdo final de 1 mmol.L™". As células foram
incubadas por mais 4 h e apds este tempo foram centrifugadas (10.000xg, 5 min) e

congeladas a —80°C.

4.6 PURIFICACAO DA PROTEINA LipC DE Haloarcula marismortui

A cultura induzida como descrito no item anterior foi descongelada e
ressuspendida em 40 mL de tampao de lise (Tris-HCI 50 mmol.L™" pH 8,0; KCI 2
mol.L™, Triton X-100 0,1% (m/v)). A suspenséo de células foi sonicada com 6 pulsos
de 10 s intercalados por incubacdo de 10 s em gelo. O lisado de células foi
centrifugado por 15 min a 12.000xg. O sobrenadante foi coletado e denominado
como fracao soluvel, sendo analisado por eletroforese desnaturante SDS-PAGE, por
atividade enzimatica e concentracdo de proteina total pelo método de Bradford. O
sobrenadante foi aplicado em uma coluna cromatografica do tipo HiTrap Chelating 5
mL (GE Healthcare, Uppsala, Suécia) carregada com Ni** e pré-equilibrada com
tampao A (Tris-HCI 50 mmol.L™" pH 8,0, KCI 2 mol.L™", imidazol 10 mmol.L™"). Apés a
injecdo do sobrenadante, a coluna foi lavada com 25 mL de tampao A e a proteina
recombinante foi eluida com um gradiente crescente linear de imidazol com 10
volumes de coluna, até atingir a concentragao de 500 mmol.L™". As fracdes eluidas
foram analisadas por eletroforese desnaturante SDS-PAGE e a atividade enzimatica
foi determinada. As fragdes que apresentaram atividade foram reunidas e aplicadas
em uma coluna com uma matriz hidrofébica Octyl-Sepharose CL 4B (GE Healthcare,
Uppsala, Suécia). Foram utilizadas colunas Biorad Poly-Prep Column (Biorad,
Hercules, CA, EUA) preenchidas com 1 mL de matriz. O gel foi equilibrado com
tampao (Tris-HCI 50 mmol.L™" pH 8,0, KCI 2 mol.L™") e a proteina, na concentragao

de 0,6 mg.mL'1, foi aplicada, sendo a eluigdo feita por gravidade. As fragdes
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coletadas foram reunidas analisadas por eletroforese SDS-PAGE e as atividades
enzimaticas foram determinadas. Apds esta etapa de purificacdo, a proteina foi
concentrada por centrifugagcdo com tubos Amicon® Ultra com membranas de
exclusao de 10 kDa (Millipore, Billerica, MA, EUA). A fragao final foi analisada
quanto a sua pureza e atividade enzimatica. O grau de pureza foi determinado por
densitometria de géis corados com Azul de Coomassie pelo programa
ImageQuantTM.

4.7 SEQUENCIAMENTO N - TERMINAL DE PEPTIDEOS

A enzima purificada foi digerida com trombina para liberar a cauda N-terminal
de 6 histidinas e carregada em um gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 12%. Apds
migracdo, a banda foi transferida para uma membrana de PVDF (fluoreto de
polivinilideno)em sistema de transferéncia semi-seco (Biorad, Hercules, CA, EUA) e
corada com vermelho de Ponceau. A banda foi cortada da membrana e descorada
com lavagens sucessivas com agua destilada. A analise de sequéncia N-terminal foi
feita na plataforma de Protedmica do IBSM (/nstitut de Biologie Structurale e
Microbiologie, Instituto de Biologia Estrutural e Microbiologia do CNRS, Marselha,
Franga), usando um sequenciador automatico Applied Biosystem modelo 473A
(Foster City, CA, EUA).

4.8 ANALISE POR ESPECTROMETRIA DE MASSA

As analises por espectrometria de massa foram feitas na plataforma de
Protebmica do IBSM-CNRS, Marselha, Franca por espectrometria do tipo MALDI-
TOF, usando um espectrdbmetro Voyager DE-RP (PerSeptive Biosystems Inc.,
Framingham, MA, EUA). Como amostras, foram utilizadas solugdo de proteinas

dialisadas contra agua, para remog¢ao do sal e componentes do tampdo. Em um
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poco de uma placa para MALDI-TOF foram depositados 1 uL da amostra e 1 uL da
solugdo de matriz HCCA (acido a-ciano-4-hidroxicinaminico) (Sigma-Aldrich, Saint
Louis, MO, EUA) saturada em 50% de acetonitrila (v/iv) e 0,1% de acido
trifluoracético (v/v). Apds co-cristalizacdo da amostra de proteina com a matriz, as
amostras foram analisadas em modo linear positivo. O espectro resultante foi
acumulado apdés 100 tiros de laser com duracao de 5 ns. As condigdes de aquisicao
foram: voltagem de aceleragdo de 20 kV com um intervalo de 250 ns entre o pulso
de laser e a aplicagdo da voltagem. Foram realizadas somente analises de massa

para a proteina inteira.

4.9 ANALISE DE ESTRUTURA SECUNDARIA POR DICROISMO CIRCULAR

Os espectros de dicroismo circular de LipC (0,1 mg.mL™) foram coletados em
tampao fosfato de sédio a 10 mmol.L™", pH 8,0 e na presenca de concentragdes
crescentes de KCI, a 20°C em um espectropolarimetro Jasco 810 (Easton |,
Maryland, EUA). Cubetas de quartzo de 1 mm de espessura foram utilizadas. Os
espectros foram medidos entre 200 a 260 nm a 0,2 nm/min, em triplicata. A
interferéncia do tampao foi removida do espectro experimental. Os espectros foram
atenuados usando o procedimento de means-movement implementado pelo
programa Spectra Manager (Jasco, Easton , Maryland, EUA). Os valores de
elipticidade meédia por residuo ([@]) foram calculados como [O] =
3300xmxAA/(Ixcxn), onde m é a massa molecular da proteina (36.168 Da), AA é a
diferenga entre luz circularmente polarizada para a esquerda e para a direita, / € o
caminho dptico (0,1 cm), ¢ é a concentracdo de proteina (0,1 mg.mL") e n é o
numero de residuos (349). Os dados experimentais no intervalo de 200 a 260 nm
foram analisados usando o} programa DICHROWEB
(http://www.cryst.bbk.ac.uk./cdweb/html/home.html). O método de deconvolugédo K2d
foi utilizado para estimar o conteudo em a-hélices (ANDRADE et al., 1993).
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4.10 CARACTERIZACAO CINETICA DE LipC DE Haloarcula marismortui

4.10.1 Efeito da Concentragdo Salina na Atividade

O ensaio de atividade foi realizado pelo método titulométrico com vinil butirato
(73,6 mmol.L™") em concentracdes crescentes de NaCl (0 a 5 mol.L™") e KCI (0 a 4
mol.L™") no tampdo de reacdo, como descrito no item (5.10.1). As reacdes foram
incubadas a 37°C e pH 7,0.

4.10.2 Efeito da Concentragao Salina na Recuperagao da Atividade

A enzima purificada (2 mL) foi dialisada contra 1 L de tamp&o Tris-HCI pH 8,0,
50 mmol.L”" sem sal durante 16 h. A atividade especifica da proteina dialisada foi
determinada como descrito no item 4.13.1.1. A concentracdo de KCI na solucédo de
proteina dialisada foi ajustada para 2 ou 3 mol.L”" e incubada a 4°C. Amostras foram

coletadas ao longo da incubagéo para determinagéo da atividade enzimatica.

4.10.3 Efeito da Temperatura na Estabilidade da Enzima

A enzima foi incubada em banho-maria, em tubos Eppendorf de 1,5 mL, em
uma concentracdo de 0,1 mg.mL'1, em tampéao Tris-HCI 50 mmol.L™", pH 8,0 e 2
mol.L”" de KCI. As estabilidades em temperaturas de 40, 50 e 60°C foram analisadas
determinando a atividade inicial e apds 2 h de incubacdo. A atividade residual em
cada temperatura foi determinada como a relagdo entre as atividades especificas

apos 2 h de incubacao e a atividade especifica inicial.
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4.10.4 Efeito do pH na Atividade Enzimatica

O efeito de pH na atividade enzimatica foi estudado na faixa de pH 4,0 a 9,0,
usando butirato de vinila como substrato e 2 mol.L™" de NaCl. Como o valor de pK,
do acido butirico € 4,8, as medidas de atividade esterasica em baixos valores de pH
foram realizadas por titulagdo em pH 9, apds um periodo de reagado de 3 min no pH
do ensaio. Quando as titulagdes foram realizadas em pH 9, apds a reacéo, ensaios-
controle sem a enzima foram realizados para determinar a quantidade de NaOH
requerida para aumentar o pH para 9 na auséncia de acidos livres. Esse valor foi

subtraido dos valores obtidos para as reagdes catalisadas.

4.10.5 Especificidade ao Substrato

Para determinar a especificidade da enzima a diferentes substratos, foram
utilizados diferentes ésteres vinilicos, mono-, di- e triacilglicerois. A atividade foi
determinada nas condi¢gbes descritas no item 4.13.1.1. Os substratos utilizados
foram os seguintes: acetato de vinila, propionato de vinila, butirato de vinila, laurato
de vinila, monocaprilina, dicaprilina, monocaprina, dicaprina, monolaurina, triacetina,
tributirina, tricaprilina, tricaprina e trioleina (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA).
Hexanoato de vinila, octanoato de vinila, decanoato de vinila, miristato de vinila e
palmitato de vinila foram obtidos da TCI-Europe (Antuérpia, Bélgica) e monobutirina
da Acros Organics (Geel, Bélgica). A dibutirina foi preparada no laboratério EIPL-
CNRS (Marselha, Franca) por hidrolise enzimatica de tributiina com lipase
pancreatica humana e purificagdo por cromatografia em camada delgada

preparativa.
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4.11 ENSAIOS DE INIBICAO ENZIMATICA

A inibicdo da enzima foi testada com uma oxadiazolona denominada
composto 7600 (5-metdxi-3-(4-fendxifenil)-3H-[1,3,4]Joxadizol-2-ona), uma molécula
previamente descrita como sendo um inibidor das enzimas da familia HSL (lipase
horménio-sensivel) (BEN ALI et al., 2006) (Figura 12).

Oxadiazolona — 7600
((5-metoxi-3-(4-fendxifenil)-3H-[1,3,4]oxadizol-2-ona)

FIGURA 12 — ESTRUTURA QUIMICA DA OXADIAZOLONA INIBITORIA -
COMPOSTO 7600. Fonte: BEN ALI et al. (2006).

O composto 7600 foi gentilmente cedido pelo Dr. Stefan Petry (Sanofi-Aventis,
Frankfurt am Main, Alemanha). Os ensaios de inibigdo foram feitos em meio aquoso
e na auséncia de substrato (RANSAC et al., 1997). A solugédo de enzima, com uma
concentracao de 0,38 mg.mL'1 (11 pmol.L™1), foi preparada em tampao Tris-HCI 50
mmol.L™", pH 8,0, 2 mol.L”" de KCI. Uma solucéo estoque a 10 mmol.L™' do composto
7600 foi preparada em DMSO (dimetilsulfoxido) e uma aliquota de 20 pL foi
adicionada para 180 pL da solugdo de enzima. A concentracio final de 7600 foi de 1
mmol.L”, resultando uma razdo molar de inibidor:enzima igual a 100:1 e 10% de
DMSO (v/v). A atividade residual foi determinada em varios tempos de incubagao,
usando butirato de vinila como substrato nas condi¢gdes padrao (Tris-HCI 2,5 mmol.L
' 'pH 8, 2 mol.L" de NaCl). Um ensaio controle sem o inibidor, mas na presencga de
DMSO a 10% (v/v) foi realizado para verificar que ndo houve perda de atividade

causada por desnaturacao do solvente durante o ensaio de inibicdo. A inibicdo com
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os compostos E600 (dietil-p-nitrofenil fosfato) e PMSF (fluoreto de fenilmetilsulfona)
(Figura 13) foi avaliada de maneira similar, exceto que a raz&o molar inibidor:enzima
foi de 10:1.

SO5F Q
Q~ —
CHjy
NO,
PMSF 600
fluoreto de fenilmetilsulfona dietil-p-nitrofenil fosfato

FIGURA 13 — ESTRUTURA QUIMICA DOS INIBIDORES PMSF E E600

4.12 ENSAIOS DE ESTABILIDADE DE LipC DE Haloarcula marismortui FRENTE A
SOLVENTES ORGANICOS MISCIVEIS EM AGUA

Para verificar a estabilidade da esterase de H. marismortui a solventes
misciveis em agua, a enzima foi incubada a temperatura ambiente por 16 h em
solugdes contendo Tris-HCI 50 mmol.L™", pH 8, com 2 mol.L™" de KCI ou 0,2 mol.L™
de KCI. Quando se utilizou 2 mol.L”" de KCI no tamp3o, a concentracao final de
solvente foi de 30% (v/v) e quando com 0,2 mol.L™' de KCI, a concentracéo final de
solvente foi de 60% (v/v). As atividades inicial e final foram medidas pelo método

espectrofotométrico como descrito no item 4.13.1.2.
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4.13 OUTROS METODOS ANALITICOS

4.13.1 Ensaio de Determinacao de Atividade Enzimatica

4.13.1.1 Método Titulométrico

O método padrao para determinacdo da atividade enzimatica foi o

titulométrico, usando como substrato um éster vinilico, o butirato de vinila como

representado na Figura 14.

H3C /O Enzima HaC o
O N
AN OH Nch,
CH,

ac. butirico alcool vinilico

butirato de vinila

FIGURA 14 — REPRESENTAGCAO DA REAGCAO ENZIMATICA DE HIDROLISE DO
ESTER BUTIRATO DE VINILA

A atividade foi determinada pela titulacdo do acido liberado na reacado de
hidrélise do éster. A mistura reacional consistia de 150 uL de substrato, 15 mL de
tampao Tris-HCI 2,5 mmol.L", pH 7,0 com diferentes concentragdes de sal em um
reator termostatizado, a 37°C. A reacdo foi iniciada pela adicao da solugdo de
enzima. A reacdo foi titulada automaticamente com NaOH 0,1 mol.L™" por um
titulador automatico do tipo pH-Stat (Metrohm, Herisau, Suigca). O resultado da
titulagao foi registrado em uma folha de papel graduada através de um registrador
acoplado ao titulador (Amersham, Uppsala, Suécia). A atividade inicial foi calculada
através da inclinagdo da reta, sendo que assumiu-se como unidade de atividade

enzimatica a quantidade de enzima que gera 1 umol de produto por min.
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4.13.1.2 Método Espectrofotométrico.

Neste método utilizou-se o butirato de p-nitrofenila como substrato. A hidrdlise
deste composto libera um composto cromogénico, o p-nitrofenol que, em pH
alcalino, tem forte cor amarela e, portanto, absorve a luz visivel na regido de 410 nm
(Figura 15).

0
O/U\/\CH3 OH
0]
Enzima )J\/\
> HO CH; +

+ N+

Nx ac. butirico SN
o~ Yo o} o)
butirato de p-nitrofenila p-nitrofenol

FIGURA 15 - REPRESENTACAO DA REACAO ENZIMATICA DE HIDROLISE DO
ESTER BUTIRATO DE p-NITROFENILA

As reacgdes foram realizadas em microplacas de 96 pogos, com um volume
reacional de 200 pL. O tampdo de reagdo era composto dos seguintes
componentes: Tris-HCI 50 mmol.L”’ pH 8,0, 3 mol.L”" de KCI, 0,36% Triton X-100
(m/v) e isopropanol 2% (v/v). A solugdo estoque de substrato foi preparada na
concentracao de 10 mmol.L”" em isopropanol. Cada poco da placa continha 200 pL
da mistura de tamp&o de reagdo mais substrato para concentragdo de 1 mmol.L™", 40
L de tampao Tris-HCI 50 mmol.L™", 2 mol.L™" de KCI, pH 8,0 e 10 pL da solucdo de
enzima. As reacdes foram incubadas em uma sala com temperatura controlada de
20°C. O progresso das reagdes foi acompanhado em modo cinético a 410 nm em
leitor de microplacas BIO-TEK, Modelo ELX800 (Highland Park, Vermont, EUA),
sendo que uma unidade de atividade enzimatica equivale a formagao de 1 pymol do

produto por min.
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4.13.2 Determinacao da Concentracao de Proteinas pelo Método de Bradford

As concentracdes de proteina foram determinadas pelo método de Bradford
(1976) em microplacas de 96 pogos. Em cada pogo foram pipetados 30 pL da
amostra mais 170 pL do reagente de Bradford. A placa foi incubada 2 min a
temperatura ambiente e absorvancia das amostras foi medida a 595 nm. O reagente
de Bradford foi preparado com 100 mg de azul brilhante de Coomassie G-250
dissolvidos em 50 mL de etanol a 95% (v/v), 100 mL de acido fosférico 85% (m/v) e
diluido para 1 L de agua destilada. Apods dissolugéo, o corante foi filtrado atraves de
papel filtro qualitativo. O padrao utilizado para as curvas de calibragcdo foi
soroalbumina bovina (0,2 mg.mL™"). As curvas de calibragdo foram feitas com
concentragdes entre 0,6 a 6 ug de proteina por pogo. As amostras foram diluidas
para terem absorvancias correspondentes as absorvancias obtidas na curva de

calibracéo.

Nas amostras de proteina purificada, a concentragdo foi determinada por
leitura direta a 280 nm, utilizando um coeficiente de extingdo molar tedrico (€) igual a
25900 M'.cm™, conforme calculado utilizando o programa ProtParam

(http://www.expasy.org/cgi-bin/protparam).

4 .13.3 Eletroforese Desnaturante de Proteinas

A eletroforese desnaturante de proteinas (SDS-PAGE) foi feita em gel de
poliacrilamida segundo LAEMMLI (1970), usando o gel de empilhamento com 5% de
poliacrilamida (m/v) e o gel de separagdo com 12% de poliacrilamida (m/v). As
proteinas foram coradas com azul brilhante de Coomassie R-250 0,05% (m/v) e
descoradas com uma mistura de metanol:acido acético:agua (5/1/4, viviv). Para
estimativa da massa foi utilizado um marcador com os seguintes padrbes de massa
molar: 116; 66,2; 45; 35; 25; 16,4 e 14,4 kDa (Fermentas Int., Burlington, Ontario,

Canada).



65

4.14 MODELAGEM MOLECULAR DA PROTEINA LipC DE Haloarcula marismortui

Para gerar um modelo molecular tedrico e comparativo para a estrutura da
esterase de H. marismortui, foi usado o servidor on-line SAM-T06, que utiliza
métodos baseados nos modelos escondidos de Markov (HMM do inglés — Hidden
Markov Methods) para a construgao de perfis de familias de proteinas usando
somente a informagao da sequéncia (KARPLUS et al., 2001; KARCHIN et al., 2003;
KARPLUS et al., 2003; KARCHIN; KLINE; KARPLUS, 2004; KARPLUS et al., 2005).

Este servidor € um método automatizado para gerar um modelo tridimensional
fazendo uso de um conjunto de estruturas homdlogas. Para tanto, a sequéncia de
aminoacidos € submetida ao servidor e, apos algum tempo de processamento, este
retorna uma lista com os melhores moldes encontrados. O servidor SAM T-06 utiliza
um procedimento em etapas: 1) busca iterativa no banco de dados PDB por
sequéncias homologas a sequéncia alvo usando os algoritmos SAM-T2K e SAM-T04
(BERMAN et al., 2000); 2) predigdo de propriedades estruturais locais usando redes
neurais; 3) identificacdo de possiveis moldes de enovelamento usando métodos de
HMM de duas e trés filas; 4) geracao de alinhamentos com os moldes identificados;
5) constru¢do de uma biblioteca de fragmentos especifica para a sequéncia alvo
usando o programa interno FRAGFINDER; 6) empacotamento de fragmentos e
alinhamentos que tenham enovelamento reconhecido para construir um modelo

estrutural usando o programa interno UNDERTAKER.

A minimizagado de energia do modelo estrutural gerado pelo SAM-T06 foi feita
usando o programa GROMOS96, implementado pelo Swiss PDB Viewer (VAN
GUSTEREN et al., 1995). Para tal, foram realizadas 400 etapas de minimizag&o pelo

método steepest-descent.
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4.15 VALIDACAO DO MODELO MOLECULAR

A qualidade final do modelo foi avaliada pelo programa WHAT IF
(http://swift.cmbi.kun.nl/WIWWWI/) (VRIEND, 1990). O programa para graficos
moleculares PyMol foi utilizado para visualizagdo e manipulagdo do modelo
(DELANO, 2002).

Os calculos de potencial eletrostatico foram realizados resolvendo a equacgao
de Poisson-Boltzmann com o programa DelPhi (ROCCHIA et al., 2001). Os calculos
foram realizados utilizando constantes dielétricas padrées de 2 e 80 para a proteina
e o solvente, respectivamente. Um tamanho de grade de 240 x 240 x 240 foi
utilizado para os calculos, como também o esquema de cargas de Klapper et al.

(1986). Os mapas de representacao eletrostatica foram manipulados no PyMol.

Os calculos da superficie acessivel do modelo foram feitos com o programa
Turbo Frodo (ROUSSEL; CAMBILLAU, 1991).

O alinhamento entre a LipC de H. marismortui e sua melhor estrutura molde, a
proteina EST2, uma esterase termofilica da bactéria Alicyclobacillus acidocaldarius
(codigo no PDB — 1U4N), foi feito pelo servidor SSM (Secondary Structure
Matching), que gera alinhamentos de estruturas tridimensionais de proteinas
(KRISSINEL; HENRICK, 2004). O alinhamento foi desenhado usando o programa
ESPript 2.0 (GOUET et al., 1999).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta sec¢do, o gene que codifica a esterase/lipase putativa de H. marismortui

sera referido como /ipC e a proteina que é codificada por esse gene, como LipC.

5.1 ANALISE BIOINFORMATICA DO GENE lipC DE Haloarcula marismortui

Para localizar genes anotados como possiveis lipases/esterases em genomas
de arqueas halofilicas, fez-se necessaria uma busca nos genomas que até entéo
estavam sequenciados. Apds selegao dos genes candidatos, estes foram analisados
quanto a homologia existente com outras lipases e esterases e também, quanto a

presenca de dominios conservados caracteristicos a esta familia de enzimas.

Para tal, foi feita uma busca em genomas de arqueas halofilicas que estavam
sequenciados e publicados até o momento da analise (julho de 2005), que no total
eram apenas trés genomas: (1) Halobacterium sp. NRC-1 (NG et al., 2000), (2)
Haloarcula marismortui (BALIGA et al., 2004) e (3) Natronomonas pharaonis (FALB
et al., 2005). Utilizando os recursos disponiveis no sitio do KEGG (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes - http://www.genome.jp/kegg/) e palavras-
chave tais como lipase, esterase e hydrolase, nao foi encontrado nenhum gene
candidato em Halobacterium sp. NRC-1, no entanto, no genoma de Haloarcula
marismortui e Natronomonas pharaonis foram localizados alguns genes potenciais

que estao listados na Tabela 5.

Em N. pharaonis foram encontrados trés genes alvos, sendo que apenas 1
gene poderia codificar para uma lipase/esterase. No entanto, como ja se possuia a
estirpe de H. marismortui, resolveu-se por investir na clonagem apenas de genes

desta arquea.
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No genoma de H. marismortui foram encontrados seis genes candidatos a
codificar para uma lipase, esterase ou fosfolipase. Dos seis genes analisados, o
unico que apresentou os dominios conservados similares a lipases (esterase e
dominio o/f hidrolase 3) foi o gene lipC, que foi anotado pelo projeto genoma de H.
marismortui como uma possivel lipase/esterase. Entretanto, a indicacdo de
lipase/esterase foi obtida somente por analise de sequéncias, sem confrimagao de

atividade.

TABELA 5 — GENES DE LIPASES/ESTERASES E FOSFOLIPASES PUTATIVAS
ENCONTRADOS NOS GENOMAS DE Haloarcula marismortui E

Natronomonas pharaonis

ORF -
Organismo Identificagao do Anotacao®
gene?
Haloarcula rrmAC0088 — lipC lipase/esterase
marismortui rrnAC0167 fosfolipase putative do tipo patatina
rrAC1163 — estA fosfolipase / carboxilesterase
rrnAC1442 — pld fosfolipase D
fosfolipase putativa responsiva a
rrnB0107
carboidrato
rrmAC0790 — est Carboxilesterase
Natronomonas NPO858A lipase/esterase
pharaonis NP3226A Proteina homodloga a fosfolipase D
NP5378A Proteina homdloga a hidrolase com

dobramento alfa/beta hidrolase

a — Numero da ORF como anotada em cada genoma e a identificacdo dada ao gene disponivel no
sitio do KEGG (http://www.genome.jp/kegg/). Quando ndo ha uma identificagdo acompanhada do
numero da ORF deve-se assumir que nenhuma identificacdo foi dada ao referido gene. b — Definigdo
da fungéo do gene conforme definida pela anotagdo do genoma de cada microrganismo e disponivel
no sitio do KEGG (http://www.genome.jp/kegg/).

Além de lipC foram encontrados no genoma de H. marismortui, genes de
fosfolipases e em especial uma fosfolipase do tipo patatina. Patatina € uma

glicoproteina de estoque em batata, que foi primeiramente isolada dos tubérculos
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deste vegetal e que também apresenta uma baixa atividade lipolitica (BANEJI;
FLIEGER, 2004). Em Pseudomonas aeruginosa foi confirmado que a citotoxina
ExoU, que atua no processo de infeccdo por esta bactéria, € uma patatina que
apresenta atividade lipolitica e fosfolipasica A (SATO et al., 2003). O fato de esta
proteina apresentar alta homologia com patatinas de plantas, fez com que tenha
sido classificada como a primeira patatina bacteriana caracterizada e uma das
poucas que se tem conhecimento até o momento. Especificamente em Archaea, até
0 momento, ndo se tem conhecimento de nenhuma patatina que tenha sido
estudada, mostrando que o gene rrnAC0167 de H. marismortui representa uma boa

oportunidade para o estudo desta proteina.

TABELA 6 — ANALISE DE DOMINIOS CONSERVADOS NA SEQUENCIA DE
AMINOACIDOS CODIFICADA PELO GENE lipC

Posicao na
Identificacao do L Escore
o sequéncia de ] E-value
dominio® b normalizado
aminoacidos

Esterase® 49-143 12,8 3,7x10°

o/ hidrolase 3¢ 51-141 21,2 1,4 x 107"

Peptidase S9 :
familia das prolil 160-239 18,9 2,8 x 10712

oligopeptidases?

a — A analise foi feita pelos programas Pfam (FINN et al., 2008) e Prosite (HULO et al., 2007). Apenas
os dominios que foram considerados significativos pelos programas foram considerados nesta
analise. b — Os numeros referem-se as posi¢des de inicio e término da regido localizada como um
dominio conservado. ¢ — Dominio conservado detectado pelo programa Prosite. d — Dominios
conservados detectados tanto pelos programas Prosite quanto Pfam.

Dos genes apresentados na Tabela 5, optou-se pelo gene /ipC, devido a
analise de dominios conservados, como apresentada na Tabela 6. O dominio
Esterase localizado entre os residuos 49-143 € um dominio amplo, reconhecido em

diversas familias de proteinas, sendo estas carboxilesterases, lipases e tioesterases.
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O mesmo ocorre para o dominio o/B hidrolase-3, que é largamente encontrado em
esterases e lipases. O numero 3 que acompanha o nome do dominio indica a
topologia do dobramento, ja que o/f hidrolases também podem ter dobramentos
alternativos 1 e 2, dependendo da disposigao das a-hélices e folhas-B que compdem
a parte central do dobramento (OLLIS et al., 1992). A propriedade comum do
dobramento o/p hidrolase é que este é organizado como uma sequéncia de folhas-
intercaladas por o-hélices. A topologia geral das proteinas que possuem este
dobramento € altamente variavel, principalmente devido as diferengas nas voltas
que conectam as estruturas secundarias entre si (GSTERLUND, 2001). De fato, o
dobramento a/B hidrolase-3 foi proposto a partir da determinacdo da estrutura de
algumas esterases de origem bacteriana e de arquea. No banco de dados do Pfam
(FINN et al., 2008), foram encontradas quatro estruturas tridimensionais de
esterases bacterianas e de arqueas classificadas como sendo da familia a/p
hidrolase-3, sendo estas: (1) uma acetil esterase HerE de Rhodococcus sp. (ZHU et
al., 2003), (2) uma carboxilesterase de Archaeoglobus fulgidus (DE SIMONE et al.,
2001), (3) uma carboxilesterase isolada de uma biblioteca metagenémica (BYUN et
al. — resultados nao publicados) e (4) uma carboxilesterase EST2 de Alicyclobacillus
acidocaldarius (DE SIMONE et al., 2000). As principais propriedades estruturais
entre estas proteinas € que todas possuem um dobramento central composto por
oito folhas- € um numero variavel de a-hélices de 9 a 11 e, somente com a excegao
da EST2, todas formam dimeros. Além destas caracteristicas, a presenga frequente
deste dobramento em algumas lipases tal como as lipases da familia HSL (lipase
horménio-sensivel) humana e de rato foi preponderante para a selegdo do gene lipC

para posterior clonagem e caracterizagao.

Outra caracteristica importante observada na sequéncia de LipC é a presenca
de duas regides bem conservadas entre as proteinas que fazem parte da familia
HSL: (1) o pentapeptideo G-X-S-X-G, cobrindo os residuos 126-130 e contendo a
serina do sitio ativo (128) e, (2) a fenda oxianion que cobre os residuos 55 e 58
(Figura 16).
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fenda oxianion A
LipC 50 '-."F«_'.'L'-.-'@FT'.ZGDI—‘_GE 66
EST?2 76 ALVYYHGGGWVVGDLET 92
AfEST 81 VLVYYHGGGFVICSIES 97
Rv1399¢ 83 VVVYYHGGGWSLGGLDT 99
Brefeldine A 120 GLVYTHGGGMTILTTDN 136
Rh EST 81 '-.--';;:-.f:HGGGl?.“—_Ic:j:_z: 97
Sv AH 68 - L‘.-'LHGGSl';'.“—. GSPQS 84
rHSL 644 ;'-,-".'I%III-IGGG:F',-'.%Q"_‘.’JE'.;Z 660
hHSL 646 :.Z','EEF'II-E;I:_-T},CT‘.T.‘-_-_-,T.. 662
pentapeptideo B
LipC 121 RVVCVGHEAGENITVLA 137
EST2 153 KIFVG GDSAGl SNLAAAV 169
AfEST 148 F.Z.l.'.’ClGDSAGl32?.'_..1},'-.-"? 164
Rv1399c¢ 155 _:.ZF«_',‘F'-_GDSAGl}ZZ.'Z SAVM 171
Brefeldine A 195 —'.".,-“.,'o_lr;ESGGI:4::‘__:.:;-: 211
Rh EST 153 }“.ZA‘.,-'C.—'lGESAGl SGLAAGT 169
Sv AH 136 RITFAGDSAGAGLAVAZ 152
rHSL 716 E Z’_E..l.lGDSAGl}iIII_,C‘ITZ-' 732
hHSL 718 RICLAGDSAGGNLCFTV 734

FIGURA 16 — ALINHAMENTO DA SEQUENCIA DE LipC COM SEQUENCIAS DE
ENZIMAS DA FAMILIA DAS LIPASES HORMONIO-SENSIVEIS

(A) fenda oxianion e (B) sequiéncia do pentapeptideo contendo a serina do sitio catalitica. Esterase de
Haloarcula marismortui (LipC, acesso no GenBank - YP_134872) (BALIGA et al., 2004) esterase de
Alicyclobacillus acidocaldarius (EST2 — 1EVQ_A) (DE SIMONE et al, 2000), esterase de
Archaeoglobus fulgidus (Af EST — 1JJIA) (MANCO et al., 2000), esterase de Mycobacterium
tuberculosis (Rv1339c - CAB02180) (CANAAN et al., 2004), esterase Brefeldina A de Bacillus subtilis
(Brefeldine A — 1JKM_A) (WEI et al., 1999), heroina esterase de Rhodococcus sp. (Rh EST -
AAC45283) (RATHBONE et al., 1997), acetil hidrolase de Streptomyces viridochromogenes (Sv AH -
Q57146) (WOHLLEBEN et al., 1988), lipase hormbnio-sensivel de rato (rHSL - P15304) (HOLM et al.,
1988) e lipase hormdnio-sensivel humana (hHSL - Q05469) (LANGIN et al,, 1993). Os residuos
marcados em negrito delimitados pela caixa indicam os residuos mais conservados. A serina
catalitica esta indicada com um asterisco (*).
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O grau de similaridade entre LipC e outras lipases e esterases da familia HSL
sugeriu que LipC também pertengca a esta familia, apesar de algumas diferengas
pontuais terem sido observadas nas regides da fenda oxianion e do pentapeptideo.
Com respeito a fenda oxianion, a sequéncia HGGG é inteiramente conservada entre
os membros da familia HSL, entretanto, em LipC foi encontrada a sequéncia RGGA.
Em relagédo ao pentapeptideo (GXSXG), o segundo residuo desta regido em LipC é
uma hisitidina (posigcdo 127), enquanto em outras enzimas da familia HSL

normalmente ha um residuo de aspartato ou glutamato nesta posicao (Figura 16).

Além disso, também foi observado entre os residuos 160 a 239 um dominio
relacionado a peptidases do tipo S9, que ocorre freqlientemente em prolil
oligopeptidases (E.C. 3.4.21.26). Estas enzimas recebem este nome porque
hidrolisam ligagdes peptidicas ligadas & carboxila de residuos de prolina (POLGAR,
2002). Elas também apresentam o dobramento o/ hidrolase e possuem uma serina
catalitica, como ocorre em esterases e lipases, no entanto, diferentemente de
endopeptidases e exopeptidases, ndo sdo capazes de hidrolisar peptideos com mais
do que 30 aminoacidos (REA; FULOP, 2006). Polgar (1992) comparou as
sequéncias de prolil oligopeptidases com lipases de diferentes origens e, encontrou
homologia entre estas duas familias de enzimas com relagdo aos residuos que
compde a triade catalitica (serina — aspartato — histidina). Em oligo peptidases, a
triade catalitica também é organizada com a sequéncia serina — aspartato —
histidina. Por este motivo, o autor sugeriu que prolil oligopeptidases e lipases sao
evolutivamente relacionadas. Mesmo sendo distantes, estas duas familias parecem
mostrar alguma relagcdo evolutiva baseada em trés principais caracteristicas: (1)
homologia de seqliéncias das regides envolvidas na catalise, (2) topologia similar da
triade catalitica e (3) o sitio ativo de oligo peptidases também nao é inteiramente
aberto (POLGAR, 1992). Na Figura 17 é mostrada uma comparacéo entre a regiéo
do dominio peptidase S9 (160 a 239) encontrado em LipC com a sequéncia do
dominio peptidase S9 de duas oligopeptidases de arquea ja caracterizadas, sendo
estas: (1) a prolil oligopeptidase (POP) de Pyrococcus furiosus (HARRIS et al., 2001)
e (2) a acilpeptideo hidrolase (APH) de Aeropyrum pernix K1 (GAO et al., 2003;
BARTLAM et al., 2004).
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+

LipC 212 DAPPTLLLHGSEDDVVPPSQSELLADAL- 239
POP Pfu 549 -YPPTLIYTGLHDDRVHPRHALKFFMKLK 575
APH Ape 512 IKEPLALIHPONDSRTPLKPLLRLMGELL 540

FIGURA 17 — ALINHAMENTO DA SEQUENCIA DE LipC COM OLIGOPEPTIDASES
DE ARQUEA

A posicao do residuo de aspartato do sitio ativo esta indicada pelo asterisco (*). A regido vizinha ao
aspartato do sitio ativo esta destacada em negrito. LipC — lipase/esterase de Haloarcula marismortui
(BALIGA et al., 2004), POP Pfu — prolil oligopeptidase de Pyrococcus furiosus (HARRIS et al., 2001) e
APH Ape — acilpeptideo hidrolase de Aeropyrum pernix K1 (GAO et al., 2003; BARTLAM et al., 2004).

Apesar das sequéncias apresentarem certa semelhanca ao redor do residuo
de aspartato 224 em LipC, 560 na POP Pfu e 524 na APH APE, é valido salientar
que ha uma substituicdo de uma valina (residuo 226 em LipC) por uma arginina
(residuos 562 na POP Pfu e 526 na APH Ape). Wang et al. (2006) mostraram que
um residuo de arginina a dois aminoacidos do aspartato do sitio catalitico é
altamente conservado entre acilpeptideo hidrolases e prolil oligopeptidases. Porém,
em lipases e esterases da familia HSL, esta posicdao € sempre ocupada por um
residuo com caracteristica hidrofébica. Sendo assim, Wang et al. (2006) testaram
varios mutantes no residuo de arginina 526 da APH de Aeropyrum pernix e
observaram que, trocando a arginina 526 por uma valina, a atividade esterasica do
mutante aumentou 150 vezes em relacao a sua atividade peptidase. Portanto, este
residuo parece ser importante para discriminar entre uma oligopeptidase e uma
esterase (WANG et al., 2006). Além disso, outro dominio que normalmente é
observado na regido N-terminal de oligopeptidases € denominado de “B-propulsor”,
pois sua estrutura lembra a de um motor com varias hélices, como um motor de
barco (BARTLAM et al., 2004) (Figura 18). Na acilpeptideo hidrolase de Aeropyrum
pernix, este dominio é constituido de sete “laminas”, sendo que cada uma delas é

constituida de quatro folhas-f antiparalelas (Figura 18).
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O fato de LipC ndo apresentar o dominio B-propulsor N-terminal e, de
apresentar uma valina ao invés de uma arginina na posicdo que é altamente
conservada em oligopeptidases, leva a supor que o dominio conservado peptidase
S9 néo tenha significado funcional para esta proteina. Provavelmente, este dominio
foi detectado pela relagdo evolutiva que ha entre estas duas familias de proteinas e

que ja foi anteriormente relatada na literatura (POLGAR, 1992).

Dominio

B - propulsor

Dominio catalitico

Dobramento a/f3
: hidrolase
N =
Dot 0o L
\ _
| nhDh

FIGURA 18 — TOPOLOGIA DA ESTRUTURA DA ACILPEPTIDEO HIDROLASE DE

Aeropyrum pernix

O dominio N-terminal possui um dominio do tipo B-propulsor enquanto no dominio catalitico C-
terminal observa-se um dobramento a/f hidrolase. As a-hélices sdo mostradas como cilindros em
amarelo, no dominio N-terminal sdo mostradas em azul e folhas-f no dominio C-terminal em
vermelho. Dois residuos de cisteina (C) mostrados em verde no dominio C-terminal formam uma
ponte dissulfeto entre duas a-hélices. Fonte: BARTLAM et al. (2004).

Além de analisar os dominios conservados de LipC, a sua sequéncia de
aminoacidos também foi analisada pelo programa BLAST (ALTSCHUL et al.,1990),
com o intuito de verificar quais eram as proteinas com maior similaridade. A analise

de homologia de LipC com outras proteinas feita pelo BLAST encontrou apenas
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sequéncias com relativamente baixa identidade no banco de dados do GenBank
(BENSON et al., 2008) (Tabela 7). As sequéncias encontradas codificam para
esterase ou lipases putativas, porém, apresentam apenas entre 32 a 39 % de

identidade com a sequéncia de LipC.

Uma propriedade interessante que foi identificada pela analise bioinformatica
de LipC foi o seu baixo ponto isoelétrico tedrico (pl), calculado em 4,24, sendo que
este baixo valor provavelmente seja devido ao maior numero de residuos acidos
(acido aspartico e glutdmico), que equivalem a 16,8% dos aminoacidos da

sequéncia (Tabela 7).

O gene lipC de H. marismortui, além de apresentar somente baixa identidade
frente a genes de esterases/lipases putativas, também ndo apresenta genes
homologos em outras arqueas halofilicas. Através do sitio do KEGG (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes - http://www.genome.jp/kegg/) fez-se uma
analise dos genes ortologos e paralogos relacionados a lipC (Tabela 8). Genes
ortdlogos sdo aqueles presentes em diferentes espécies que evoluiram de um
ancestral comum e geralmente retém uma funcdo similar ao longo da evolugéo
(GRIGORYEV et al., 2004). Genes paralogos sao aqueles homodlogos que
resultaram de um evento de duplicagdo génica dentro de um unico genoma. Estes

genes podem ter fungdes diferenciadas (KOONIN, 2005).

A analise mostrou que ndo ha genes homologos a lipC em H. marismortui e o
gene encontrado com maior identidade foi uma prolil oligopeptidase, mas com
apenas 26,3% de identidade. Este resultado refor¢a o fato de que lipases/esterases
e prolil oligopeptidases devam ser mesmo evolutivamente correlacionadas. Também
nao foram observados genes ortélogos ao gene lipC em outras arqueas halofilicas, e

observou-se apenas genes ortélogos a lipC em bactérias.
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TABELA 8 -GENES PARALOGOS E ORTOLOGOS AO GENE lipC DE Haloarcula

marismortui

Genes Paralogos

Genes Ortélogos

rrAC0178 - pop (prolil
oligopeptidase) - 26,3%?
rrmAC2119 — proteina hipotética

(provavel peptidase S9) - 26,2%

rrAC0967 — hypE (formacédo do
complexo da hidrogenase) - 25%

rrB0241 — acaA (ACP sintase) —
26,7%

rrAC0538 — proteina hipotética —
24.8%

rrmAC2273 — proteina hipotética
contendo dominio peptidase e
alfa/beta hidrolase — 25,3%

rrAC0293 - proteina hipotética —
26,6%

rrAC3448 — proteina hipotética —
31%

pNG5091 — traD — proteina envolvida
no processo de transferéncia de DNA
(conjugacéo) — 25,6%

Solibacter usitatus - Acid_1077 — hidrolase
contendo dominio alfa/beta — 32,8%

Herpetosiphon aurantiacus - Haur_1511 —
lipase/esterase — 32,8%

Nocardioides sp. JS614 - Noca 2793 -
hidrolase contendo dominio alfa/beta -
34,1%

Mycobacterium marinum M -MMAR_0463 —
esterase — 34%

Mycobacterium ulcerans - MUL_1112 —
esterase — 34%

Novosphingobium aromaticivorans -
Saro_1585 — dienolactona hidrolase — 36%

Mycobacterium smegmatis - MSMEG_0289
- hidrolase contendo dominio alfa/beta —
33,6%

Chlorobaculum parvum NCIB 8327 -
Cpar_0065 - hidrolase contendo dominio
alfa/beta — 35,6%

Mycobacterium tuberculosis F11 -
TBFG_10222 — esterase — 30,6%

Mpycobacterium tuberculosis H37Ra -
MRA _0228 — esterase — 30,6%

Dados obtidos no sitio do KEGG

(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes -

http://www.genome.jp/kegg/) no banco de dados do KEGG/SSDB (Sequence Similarity DataBase). (a)
- O nimero acompanhando a identificagdo de cada gene refere-se a identidade com a seqiiéncia de

lipC.
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A analise realizada pelo programa DAS (CSERZO et al., 1997) mostrou que
nenhum dominio transmembrana foi identificado na sequéncia de LipC. Os dominios
transmembrana s&o encontrados frequentemente em proteinas de membrana. Estes
dominios sé&o estaveis em contato com a membrana celular e assim sdo capazes de
ancorar a proteina através de interagbes hidrofobicas (VON HEIJNE, 1994).
Portanto, os dominios transmembrana sdo quase sempre ricos em residuos
hidrofébicos e podem assumir diferentes conformacdes como a-hélice, um complexo
de varias a-hélices ou uma conformagao na forma de barril-8 (VON HEIJNE, 1994).
Portanto, este resultado sugere que provavelmente LipC n&o seja uma proteina
integral de membrana em H. marismortui e tampouco apresente um dominio de

ancoragem na membrana.

A analise realizada pelo programa SignalP 3.0 (BENDTSEN et al., 2004)
mostrou que ndo ha nenhum peptideo sinal na sequéncia de LipC, indicando que
esta proteina provavelmente seja encontrada no citoplasma de H. marismortui. No
entanto, como relatado por KWAN, THOMAS e BOLHIUS (2009), em arqueas
halofilicas ha uma ampla utilizagcdo do sistema de secrecdo do tipo TAT (Twin
Arginine Translocation — sistema de translocagao de argininas geminadas). Portanto,
realizou-se uma analise especifica para o sistema TAT utilizando o programa TatP
1.0 (BENDTSEN et al., 2005) e nenhuma sequéncia reconhecida pelo sistema TAT
foi encontrada em LipC, indicando que esta proteina também nao é secretada por
este sistema. Sendo assim, sugere-se que LipC seja uma proteina citosdlica em H.

marismortui.

Com os resultados da analise bioinformatica do gene lipC de H. marismortui
conclui-se que este codifique para uma enzima da familia HSL apresentando
atividade carboxilesterase, porém, a analise bioinfomatica foi incapaz de diferenciar
se esta atividade seria lipolitica ou nao-lipolitica. Sendo assim, uma caracterizagao
da atividade de LipC foi realizada quanto a sua preferéncia ao substrato e também
inibicdo por um inibidor da familia HSL para confirmar experimentalmente os dados

obtidos pela analise bioinformatica.

Nos proximos topicos serao descritos os resultados relativos a clonagem,

superexpressao e purificacdo de LipC. Posteriormente, serdo relatadas a
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caracterizagcdo da sua atividade enzimatica e, por fim, a modelagem estrutural

comparativa.
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5.2 CLONAGEM E SUPEREXPRESSAO DE /ipC

Quando H. marsimortui foi cultivada em meio Halobaculum gomorrense
contendo tributirina, tricaprilina ou trioleina a 1% (m/v) nenhuma atividade foi
detectada contra tributirina, tricaprilina ou trioleina, nem mesmo quando o meio de
cultivo Halobaculum gomorrense tinha como fonte de carbono somente estes
triacilglicerois, para tentar induzir a expressdo da enzima foi detectada atividade.
Como a analise bioinformatica mostrou que provavelmente LipC se tratava de uma
enzima citosélica, foram preparados extratos livres de células por sonicacado e
novamente, usando este extrato como fonte de enzima, nenhuma atividade foi

detectada contra tributirina, tricaprilina ou trioleina.

A maioria dos trabalhos na literatura que envolve a caracterizagcao de
proteinas halofilicas, tem optado pela expressdo heteréloga em E. coli (DIAZ et al.,
2006) ou em Haloferax volcanii, que também é uma arquea halofilica (FINE et al.,
2006), para a qual ja existem alguns vetores de expressédo desenvolvidos, além de
que entre as arqueas halofilicas maior eficiéncia de transformagao plasmidial tem
sido relatada para H. volcanii (BERQUIST; MULLER; DASSARMA, 2006).

Portanto, decidiu-se clonar o gene lipC de H. marismortui e expressa-lo em E.
coli. Para tanto, o gene IlipC foi clonado por dois métodos: 1) clonagem por
recombinacao utilizando o sistema Gateway (Invitrogen, Carlsbad, Califérnia, EUA) e

2) clonagem inserindo dois sitios de restricdo ao gene por PCR.

A triagem de expressdao de lipC em E. coli a partir da construgao
pDEST14/lipC foi realizada seguindo o protocolo estabelecido por Vincentelli et al.
(2005). Neste método, a expressao da proteina é realizada em quatro estirpes de E.
coli, trés meios de cultivo e trés temperaturas, resultando em um plano experimental
de 36 combinagdes, que foi computacionalmente gerado pelo programa SAmBA
(http:/ligs-server.cnrs-mrs.fr/samba/) (AUDIC et al., 1997).
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As fragdes soluvel e insoluvel obtidas em cada condi¢gdo de expressao foram
depositadas sobre uma membrana e incubadas com anticorpo anti-cauda de
histidinas (Figura 19). Das quatro estirpes de E. coli testadas, apenas a estirpe
Origami expressou lipC em baixa quantidade na fragdo soluvel, sendo que a estirpe
BL21(DE3)pLysS o expressou apenas a 37°C. As estirpes Rosetta(DE3)pLysS e
C41(DE3)pRARE mostraram bom desempenho na expressao de lipC. A estirpe
Rosetta € normalmente utilizada para a expressdo de proteinas que apresentam
codons que sao considerados raros em E. coli, ou seja, aqueles que normalmente
sao pouco utilizados por esta bactéria. Esta estirpe contém um plasmideo
denominado pRARE que expressa RNA transportadores (tRNA) para alguns cdédons
considerados problematicos em E. coli, sendo estes: arginina (AGG, AGA), prolina
(CCC), isoleucina (AUA), glicina (GGA) e leucina (CUA). Ja a estirpe C41, € uma
estirpe derivada da estirpe BL21(DE3) (MIROUX; WALKER, 1996), que possui
mutacdes na regido promotora do gene que codifica a T7 RNA polimerase e que
foram recentemente caracterizadas (WAGNER et al., 2008). Segundo os autores,
estas mutagbes levam a um menor grau de transcricdo do gene da T7 RNA
polimerase, o que como efeito global aumenta a sua capacidade de expressar
proteinas tdxicas e proteinas de membrana. Analisando a Figura 19, para a
intensidade de cada ponto, foi atribuido um escore, sendo que pontos pretos
intensos receberam um escore 3, enquanto aqueles de menor intensidade escores
entre 2 e 1 e aqueles imperceptiveis escore 0. Somente foram atribuidos escores
para a fragao soluvel de cada condicao de expressdo. Na Tabela 9 € mostrada uma
analise de determinacao de escores de cada condi¢cao de expressao e na Tabela 10,

€ mostrada a analise dos escores acumulados.
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37°C

25°C

17°C

FIGURA 19 — DETECCAO DA EXPRESSAO DE lipC EM Escherichia coli POR

IMMUNOBLOT

Expressao do gene lipC a partir do vetor pDEST14/lipC utilizando diferentes estirpes de E. coli. Os
extratos protéicos foram obtidos conforme descrito em Materila e Maetodos a partir de culturas
induzidas a 17, 25 e 37°C. A proteina LipC foi detectada através da utilizacdo de anticorpos anti-
cauda de histidinas e sistema de quimioluminescéncia. S indica fragdo solivel e | fragdo insoluvel do
extrato celular. As estirpes utilizadas foram BL21(DE3) pLysS, Rosetta(DE3) pLysS, Origami(DE3)
pLysS e C41(DE3) pRARE. Os meios utilizados foram LB, TB e SB conforme apresentados na Tabela
9 e na secgéo de Material e Métodos.

A melhor condicdo de expressao de LipC encontrada, analisando os escores,
foi para a estirpe Rosetta(DE3)pLysS, 37°C em meio LB. Ensaios de
superexpressao e purificacdo por cromatografia de afinidade a Ni?* foram realizados
conforme descrito em Material e Métodos e uma banda de proteina massa molar de
aproximadamente 50 kDa foi obtida (Figura 20). Entretanto, o rendimento apos a
etapa de purificagdo por afinidade a cauda de histidinas foi muito baixo, atingindo
cerca de 0,5 mg de proteina recombinante por litro de cultura. Este resultado indicou
uma baixa expressao de LipC recombinante, apesar de o vetor utilizado possuir o
promotor T7, um promotor conhecido pela forte ativagdo da transcricdo (STUDIER;
MOFFATT, 1986).

Para se confirmar a identidade da banda purificada, a mesma foi retirada do
gel e sua sequéncia N-terminal foi determinada pelo método de Degradagao de
Edman. A sequéncia dos cinco primeiros aminoacidos da banda de 50 kDa
(SerThrThrAlaArg) foi 100% idéntica a LipC de H. marismortui foi encontrada. No

entanto, acredita-se que a baixa expressao deva ser por consequéncia especifica da
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construgdo pDEST14/lipC, ja que em outros casos, como na expressao de uma

monoacilglicerol hidrolase de Mycobacterium turbeculosis, rendimentos ao redor de

4 mg de proteina purificada por litro de cultura foram obtidos, expressando a
proteina a partir de pDEST14 (COTES et al., 2007). Porém, na Figura 20, observa-

se que, mesmo no extrato soluvel livre de células anterior a purificagdo na regido ao

redor de onde migra LipC, ha apenas uma banda com baixa concentragao,

descartando a hipotese que o baixo rendimento seja devido a purificagdo e

reforcando que isto se deve de fato a uma baixa taxa de expressao da proteina.

TABELA 9 — ANALISE DOS RESULTADOS DE TRIAGEM DE EXPRESSAO DE
LipC EM DIFERENTES ESTIRPES DE Escherichia coli

Condigao Estirpe Meio Tem;:)atura Escore?®
1 BL21(DE3)pLysS SB 17 1
2 Rosetta(DE3)pLysS B 17 3
3 Origami(DE3)pLysS LB 17 1
4 C41(DE3)pLysS SB 17 2
5 BL21(DE3)pLysS B 25 0
6 Rosetta(DE3)pLysS SB 25 3
7 Origami(DE3)pLysS B 25 0
8 C41(DE3)pLysS LB 25 3
9 BL21(DE3)pLysS LB 37 3

10 Rosetta(DE3)pLysS LB 37 3
11 Origami(DE3)pLysS SB 37 2
12 C41(DE3)pLysS B 37 3

a - 0 escore para cada condicdo de expressao foi determinado arbitrariamente classificando a
intensidade de cada ponto formado pela fragdo soluvel, considerando como escore 3 um ponto
intenso na fragdo soluvel, escore 2 e 1 pontos de intensidade intermediaria e baixa, respectivamente
e escore 0 pontos que eram imperceptiveis.
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TABELA 10 — ANALISE DOS RESULTADOS DE TRIAGEM DE EXPRESSAO DE
LipC PELA DETERMINACAO DOS ESCORES ACUMULADOS

Variaveis Escores individuais Escore acumulado
BL21(DE3)pLysS 1,0,3 4
Rosetta(DE3)pLysS 3,3,3 9
Origami(DE3)pLysS 1,0,2 3
C41(DE3)pLysS 2,3,3 8
LB 1,3,3,3 10
SB 1,2,3,1 7
TB 3,0,0,3 6
37 °C 3,3,2,3 11
25°C 0,3,0,3 6
17 °C 1,3,1,2 7

O escore acumulado para uma variavel foi determinado somando os escores individuais desta
variavel nas diferentes condigcbes em que estava presente.

A proteina purificada (Figura 20) foi ensaida quanto a sua atividade esterasica frente

a vinil butirato em diferentes concentragdes de sal, entretanto nenhuma atividade

hidrolitica foi verificada, indicando que talvez a fusdo com a cauda de histidinas no

dominio C-terminal poderia estar interferindo na atividade da enzima. Assim optou-

se pela utilizagado de outro vetor para a expressao de /lipC a partir do vetor pET-14b,

onde o gene lipC foi clonado para ter a fusdo da cauda de histidinas no dominio N-

terminal.
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FIGURA 20 - ELETROFORESE DESNATURANTE (SDS-PAGE) DE LipC
PURIFICADA POR CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE E

SUPEREXPRESSA A PARTIR DO PLASMIDEO pDEST14/lipC

Eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS 12% (m/v) (SDS-PAGE) de fragbes protéicas obtidas
durante o processo de purificacdo da proteina LipC a partir da expressdao em E. coli, conforme
descrito em Material e Métodos. As linhas 1 a 7 indicam as fragbes (20 uL) eluidas durante o
gradiente de imidazol (de 100 a 200 mmoI.L'1). EL indica o extrato livre de células (20 ug de
proteinas) obtido apés indugéo da expresséo de /ipC. M indica marcador de massa molecular, a seta
indica a banda correspondente a LipC. As proteinas foram coradas com Comassie Blue.

O gene lipC foi amplificado por PCR para insergao de sitios de restricdo para
as enzimas Ndel e BamHI, nas extremidades 5 e 3’ do gene, respectivamente. O
produto de PCR foi duplamente digerido com Ndel e BamHI e ligado em pET-14b
digerido pelas mesmas enzimas. Assim, foi obtido um plasmideo (pET-14b/lipC) no
qual a expressao do gene lipC era controlada pelo promotor T7 (STUDIER;
MOFFATT, 1986).

Com o plasmideo pET-14b/lipC, optou-se por testar inicialmente a expressao
do gene lipC em E. coli BL21(DE3)pLysS. Na Figura 21 € mostrada a eletroforese da
fracao total de proteinas em diferentes tempos de inducdo. Como pode ser
observado, ja apdés uma hora de indugdo, uma banda superexpressa

correspondendo a LipC foi verificada. Este nivel de expressdo nao havia sido obtido
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expressando LipC a partir do vetor pDEST14. Além disso, como a estirpe
BL21(DE3)pLysS se mostrou capaz de expressar LipC em um bom nivel, decidiu-se
trabalhar apenas com esta estirpe e nao testar a expressao nas demais estirpes de

E. coli.

Tempo de indugao (h)
0 1 2 3 4

FIGURA 21 — ELETROFORESE DESNATURANTE (SDS-PAGE) DO TESTE DE
EXPRESSAO DE LipC EM E. coli BL21(DE3)pLysS A PARTIR DO

PLASMIDEO pET-14b/lipC

Eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS 12% (m/v) (SDS-PAGE) de extrato de células obtidos apos
indugdo com 1 mM de IPTG a 37°C. As linhas de 0 a 4 indicam o niumero de horas da indugéo. A
linha M indica os marcadores de massa molecular. A seta indica a proteina LipC. As proteinas foram
coradas com Coomassie Blue.

Além de ter sido expressa a partir do vetor pET-14b, um teste de solubilidade
mostrou que LipC manteve-se em sua maior parte na fracdo soluvel, mesmo na

presenca de 2 mol.L™' de KCI (Figura 22).
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5.3 PURIFICACAO DE LipC RECOMBINANTE

Ja que proteinas halofilicas necessitam uma alta concentracéo de sal para se
manter enoveladas e ativas, as metodologias de purificagcdo destas proteinas
precisam ser executadas também em alta concentragdo de sal. Portanto, algumas
metodologias, como a cromatografia de troca ibnica, ndo podem ser utilizadas
(SOPPA, 2006), sendo recomendada a cromatografia por afinidade, de interagéo

hidrofébica, interagdo com hidroxiapatita e gel filtragao.

M EL FT FS FI

kDa
116

66,2
LipC

45

35

25

16,4

FIGURA 22 - ELETROFORESE DESNATURANTE (SDS-PAGE) DAS FRACOES
SOLUVEL E INSOLUVEL DE LipC EXPRESSAS EM E. coli

BL21(DE3)pLysS A PARTIR DO PLASMIDEO pET14b/lipC

Eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS 12% (m/v) (SDS-PAGE) de extrato de células obtidos apos
indugdo com 1 mM de IPTG a 37°C.. A seta indica a proteina LipC. As proteinas foram coradas com
Coomassie Blue. EL indica o extrato livre de células (20 ug de proteinas) obtido apds indugéo da
expressao de lipC. FT — indica a fragéo total de E. coli expressando lipC. FS - indica a fragido soluvel
e Fl a fragdo insoluvel. M- indica o marcador de massa molecular, a seta indica a banda
correspondente a LipC. As proteinas foram coradas com Comassie Blue.
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Para purificar a proteina LipC de H. marismortui foram aplicadas as técnicas
de afinidade a metal (Ni2+) e de interacdo hidrofébica. Os resultados de purificagao
estdo resumidos na Tabela 11 e Figura 23. Apds a etapa de cromatografia de
afinidade ao niquel, o fator de purificagcao foi de 14, obtendo-se uma atividade
especifica de 288 U.mg™ (contra vinil butirato), observando-se que o contetido de
proteina diminuiu aproximadamente 10 vezes, mas a atividade total aumentou, com

um rendimento em atividade de 136%.

Uma possivel explicagcdo para o aumento de atividade encontrado para a
expressao de LipC na primeira etapa € que varios compostos do extrato celular
podem inibir a atividade da enzima no extrato bruto, até que sejam removidos pela
primeira etapa de purificagdo. Outra explicagdo seria que LipC seja expressa na
forma desenovelada no citoplasma de E. coli e que comece a assumir sua
conformacgao nativa somente quando € liberada na solugao de lise contendo 2 mol.L
' de KCI. Se o processo de enovelamento for um processo lento, é possivel que a
proteina ainda esteja sendo enovelada durante a primeira etapa de purificacdo. A
cauda de histidinas N-terminal foi removida por tratamento com trombina apds a
etapa de cromatografia hidrofobia e ultrafiltragdo e nenhuma modificagdo da
atividade especifica de LipC foi observada. A eletroforese SDS-PAGE (Figura 23,
linha 2 e 3) mostra uma banda principal de aproximandamente 50 kDa, que
corresponde a LipC e pelo menos mais sete bandas contaminantes, mostrando a

necessidade de outra etapa de purificagdo da proteina.

A etapa de cromatografia de interagdo hidrofébica utilizando octyl-sepharose
mostrou-se de grande importancia para remover as contaminagdes que ainda
existiam apds a primeira etapa de purificacao, pois apds esta etapa, nenhuma banda
adicional, além de LipC, foi encontrada (Figura 23, linha 3). A atividade especifica da
fragao purificada aumentou para 570 U.mg™, resultando em um fator de purificagcéo
de 27,5 e um rendimento em atividade de 80%, considerando o processo global de
purificacdo. A proteina obtida apds esta etapa de purificagdo apresentou um grau de
pureza de 98%. Portanto, conclui-se que a purificagao final com coluna hidrofébica
foi bem sucedida, retendo majoritariamente os contaminantes, e nao retendo LipC, o
que provavelmente é devido ao alto grau de cargas negativas na superficie de

proteinas halofilicas, como relatado por Britton et al. (2006).
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FIGURA 23 - ELETROFORESE DESNATURANTE (SDS-PAGE) DE LipC
PURIFICADA POR AFINIDADE E INTERAGCAO HIDROFOBICA

As amostras foram aplicadas em um gel de poliacrilamida a 12% em condigbes desnaturantes. As
proteinas foram coradas com azul brilhante de Coomassie R-250, sendo aplicados 20 pg de proteina
por linha. Linha 1: padrbes de massa molar, 2: fragbes agrupadas apds cromatografia de interagéo
com niquel, 3: fragdo contendo LipC com cauda de histidinas apds cromatografia de interagéo
hidrofdbica .

Conforme observado nas eletroforeses SDS-PAGE, LipC apresentou uma
migragdo anormal, pois a sua migragao foi consistente com uma proteina de cerca
de 50 kDa (Figura 23B) e a sequéncia do gene /ipC codifica para uma proteina de 34
kDa (Tabela 7). Portanto, uma analise de massa por MALDI-ToF foi realizada para
confirmar se LipC apresentava de fato uma migracdo diferenciada. A analise de
MALDI-ToF de LipC com a cauda de histidinas N-terminal apontou uma massa de
36.176,5 Da, indicando que, de fato, a banda na regido de 50 kDa tem um padréo de

migracao alterado. Esta propriedade € normalmente observada para proteinas
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halofilicas e provavelmente ocorre devido a alta proporgdo de cargas negativas
(aspartatos e glutamatos) presentes na proteina (MADERN; ZACCAI, 2004). Este
fendmeno pode ser justificado pelo fato de que proteinas halofilicas ligam menor
quantidade de SDS, quando comparadas aos marcadores nao-halofilicos, tornando
assim o complexo proteina-SDS menos movel, como ja foi descrito para outras
proteinas halofilicas (EDDY; JABLONSKI, 2000).

Em seguida, a proteina purificada foi tratada com trombina para remover a
cauda de histidinas e transferida para uma membrana de PVDF (fluoreto de
polivinilideno) para posterior analise da sua sequéncia N-terminal. A sequéncia N-
terminal encontrada (GSHMSTTARP) mostrou 100% de identidade com a sequéncia
de LipC, sendo que os trés primeiros aminoacidos sao remanescentes da sequéncia

entre o sitio de clivagem da trombina e o cédon de iniciagdo da proteina.

Como principal conclusido desta etapa do trabalho tem-se que, expressando
LipC a partir do plasmideo pET-14b/lipC em E. coli BL21(DE3)pLysS, foi atingido um
rendimento em LipC suficiente para purifica-la e dar sequéncia aos ensaios de
caracterizagdo enzimatica. A partir da purificagdo de LipC, utilizando cromatografia
de afinidade ao Ni** e cromatografia de interacdo hidrofébica, foi possivel obter

aproximadamente 9 mg de LipC purificada por litro de cultura.
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5.4 CARACTERIZAGAO DA ATIVIDADE DE LipC DE Haloarcula marismortui

Tendo estabelecido o protocolo para a producéo de LipC recombinante em E.
coli e a sua purificagdo por métodos cromatograficos, passou-se a caracterizagao da
atividade de LipC, determinado-se a sua atividade frente a diferentes substratos,
bem como o efeito da concentragdo de sal na atividade e no enovelamento de LipC,
o efeito do pH na atividade da enzima. Finalmente, estudou-se a inibicdo de LipC
frente a diferentes inibidores, sendo um deles especifico a familia HSL, com a qual a

analise bioinformatica mostrou que LipC possui homologia.

5.4.1 EFEITO DA CONCENTRACAO SAL NA ATIVIDADE DE LipC DE Haloarcula

marismortui

A atividade de LipC foi avaliada em concentragdes crescentes de NaCl (0 a 5
mol.L") e KCI (0 a 4 mol.L™"). Para estes ensaios utilizou-se o butirato de vinila como
substrato, ja que este é um substrato reconhecido tanto por lipases quanto esterases
nao-lipoliticas. A contribuigdo da solugdo de enzima na concentragao final de sal no
ensaio foi considerada desprezivel, pois aliquotas de apenas 10 pL de LipC em
tamp&o com 2 mol.L™! de KCI foram adicionadas a um volume de mistura reacional
de 15 mL.

A atividade de LipC nao foi detectada quando ndo havia sal no meio reacional
(Figura 24). Quando o meio reacional continha NaCl, a atividade maxima alcangada
foi de 590 U.mg” com 2 mol.L™" deste sal, decrescendo para 74% do valor méaximo
com o aumento da concentracdo de NaCl para 5 mol.L™". No caso do KCl, a atividade
especifica méaxima foi de 634 + 8 U.mg™ quando se utilizou 3 mol.L" deste sal. A
atividade decresceu para 80% do seu valor maximo com 4 mol.L”" de KCI no meio

reacional.
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Especificamente, ndo existem muitos trabalhos na literatura que avaliem o
efeito da concentragédo de sal na atividade de esterases e lipases. Amoozegar et al.
(2008) mostraram que uma lipase produzida pela bactéria moderadamente halofilica
Salinivibrio sp. SA-2 possui tolerancia a concentragbes de NaCl e KCl de até 2
mol.L”", no entanto, a atividade nestas condicdes foi 80 e 70%, respectivamente, da
atividade sem adicado de sal. Este resultado mostrou que esta lipase € halotolerante

e mas que nao depende de sal para manter sua estrutura nativa e atividade.

700

600

500

400

300

200

Atividade especifica (U.mg'1)

100

concentragao de sal (moI.L'1)

FIGURA 24 — EFEITO DA CONCENTRACAO DE SAIS NA ATIVIDADE DE LipC DE

Haloarcula marismortui

Os ensaios para determinar a atividade enzimatica foram realizados pelo método titulométrico a 37°C
em Tris-HCI 2,5 mmol.L”, pH 8,5 com 73,6 mmol.L” de butirato de vinila. Um controle negativo foi
sempre realizado sem a enzima em todas as condi¢cbes testadas para determinar a velocidade de
hidrélise espontanea do substrato. Os valores sdo apresentados como média e desvio padrao de trés
determinacgdes.

Entretanto, ha um trabalho de triagem de bibliotecas metagenémicas em

amostras de sedimento do fundo do mar Mediterraneo, especificamente da bacia de
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Uréania (Grécia), um ambiente andxico, hiperbarico e hipersalino, onde foi encontrada
uma esterase que apresenta atividade também na presenca de altas concentragdes
de sal (FERRER et al., 2005). Os autores relataram que esta enzima forma um
complexo com duas atividades: de esterase e de tioesterase. Em altas
concentragdes de sal (2 -4 mol.L”" de NaCl) e/ou pressao de 40 MPa, a proteina se
apresenta como um homotrimero de 325 kDa. Removendo o sal por didlise ou
equilibrando a proteina a pressao atmosférica, o homotrimero se separa em trés
mondémeros de 104 kDa. Tratando o mondmero de 104 kDa com ditiotreitol foram
obtidos dois fragmentos: um deles de 85 kDa (com atividade tioesterase contra
propionil-CoA) e o segundo de 21 kDa (com atividade esterase contra acetato de p-
nitrofenila). Portanto, esta enzima possui um complexo de duas atividades e que
depende das condi¢gdes ambientais para manter sua estrutura nativa (FERER et al.,
2005). Esta esterase/tioesterase apresentou uma atividade de 573 U.mg” (contra
acetato de p-nitrofenila) na auséncia de sal, entretanto, sua atividade aumentou 180
vezes em 3,5 mol.L”' de NaCl. O fato de esta enzima mostrar uma necessidade de
sal e de alta presséo para manter sua estrutura e atividade indica que esta possa ser
um exemplo de uma proteina halofilica e piezofilica, como as originadas de
microrganismos que suportam altas pressdes (ABE; HORIKOSHI, 2001). Porém,
como nao se sabe o microrganismo do qual se isolou o gene que codifica para esta
enzima, pois ela foi obtida a partir de uma biblioteca metagenémica, ndo se pode

afirmar qual a sua origem.

O perfil de atividade frente a diferentes concentragdes de sal observado para
LipC de H. marismortui também foi observado para outras enzimas de arqueas
halofilicas. Bischoff e Rodwell (1996) mostraram que a 3-hidroxi-3-metilglutaril-
coenzima A redutase de Haloferax volcanii teve seu maximo de atividade (1,2
uU.mg™") com 3 mol.L™" de KCI e que cerca de 70% desta atividade foi encontrada
com 3 mol.L™ de NaCl. O maximo de atividade pode variar conforme a concentracéo
de sal, como foi mostrado por Bonete et al. (1996) para a glucose desidrogenase de
Haloferax mediterranei, que possui seu 6timo de atividade a 1,5 mol.L™ de KCI e
entre 1,5 a 2 mol.L™' de NaCl, com uma redugado da atividade em concentragdes de
sal acima destes valores. Madern e Zaccai (2004) mostraram que, para a malato
desidrogenase de H. marismortui, 0 aumento na concentragdo de sal ndo muda o

Km da enzima pelo NADH, porém aumenta o Km frente ao oxaloacetato, o que pode
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levar a uma interpretagdo errbnea de que a enzima perde atividade em altas
concentragdes de sal por desnaturagcdo. De fato, a malato desidrogenase de H.
marismortui é estavel em altas concentragcdes de sal (3-5 mol.L”" de NaCl), e
aumentando a concentragcdo de oxaloacetato, foi observado que sua atividade é
constante entre 1 a 5 mol.L™' de NaCl (MADERN; ZACCAI, 2004). Sendo assim, a
reducdo de atividade observada para LipC acima de 3 mol.L”' de KCI ou NaCl pode
ser devida ao aumento do Km da enzima pelo substrato vinil butirato, ou que as altas
concentracdes de sal utilizadas possam interferir com a solubilidade do substrato no

meio reacional, ja que o vinil butirato & apenas parcialmente soluvel em agua.

Como uma propriedade comum de enzimas halofilicas, pode-se citar a
auséncia de atividade na total auséncia de sal, apesar de que algumas excegdes ja
tenham sido relatadas na literatura: (1) as rodopsinas de Halobacterium salinarum
sdo estaveis a baixa concentragdo salina (OESTERHELT, 1998), (2) também sé&o
estaveis nesta condigcédo as proteinas de formagao de vesiculas de gas que ocorrem
em Halobacterium salinarum (WALSBY, 1994) e (3) as ribuloses-1,5-bifosfato
carboxylase (RuBisCO) de Haloferax mediterranei, Haloferax volcanii e Haloarcula
marismortui (ALTEKAR; RAJAGOPALAN, 1990). Acredita-se que a auséncia de
atividade em baixa concentracdo de sal possa ser justificada pela rapida
desnaturacado da proteina, causada pelo efeito de repulsdo das cargas negativas
encontradas na superficie (MEVARECH; FROLOW; GLOSS, 2000). Outro modelo
de estabilizagcdo sugere que proteinas halofilicas formam uma camada de
solvatagéo envolvendo moléculas de agua, ions (principalmente céations K* e Na*) e
grupos carboxilicos oriundos dos aminoacidos aspartato e glutamato (MADERN;
EBEL; ZACCAI, 2000), que teria um efeito estabilizador da sua estrutura terciaria.
Porém, em alguns casos, também foi relatado que algumas proteinas halofilicas sao
capazes de recuperar a atividade apés a remoc¢ao de sal quando reintroduzidas em
uma solugcdo com alta concentracdo de sal, mostrando que o dobramento e a
manutengdo da estrutura nativa sdo sal-dependentes (MEVARECH; FROLOW;
GLOSS, 2000; MADERN et al., 2004).

Para avaliar a hipotese de desnaturacao e renaturacédo de LipC na presenca
de sal, uma solucdo de proteina contendo LipC a 2 mol.L™" de KCI foi dialisada

contra tampao Tris-HCI 50 mmol.L™" livre de sal para remover todo o KCI da solucéo.
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Apos isto, a solucdo dialisada foi reintroduzido KCI para concentracdes finais de 2
mol.L™ e 3 mol.L™" de KCI (Figura 10). KCI foi escolhido pois sabe-se que no
citoplasma de arqueas halofilicas este sal € encontrado em altas concentracbes e
que, portanto, o que confere a este sal um papel importante na fisiologia e também
na manutencdo da estrutura nativa das proteinas citosélicas destes microrganismos
(OREN, 1994, 2002).
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FIGURA 25 — EFEITO DA CONCENTRAGAO DE SAL NA RENATURACAO DE LipC

DE Haloarcula marismortui

Duas concentragdes de KCI foram avaliadas no ensaio de renaturagdo: 2 mol.L”" e 3 molL™". A
recuperacdo de atividade enzimatica durante a incubagdo a 4°C foi acompanhada pelo método
titulométrico a 37°C em Tris-HCI 2,5 mmol.L"", pH 8,5, 2 mol.L”" de NaCl com 73,6 mmol.L" de
butirato de vinila. Os valores sdo apresentados como média e desvio padrao de trés determinagdes.

Quando KCI foi adicionado, nenhuma atividade foi detectada na presenga de

0,25 a 0,5 mol.L™" de sal. Entretanto, apds o aumento da concentragao por adigdo de
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2 ou de 3 mol.L”" de KCI, houve uma significativa recuperacdo da atividade (350
U.mg™") apds 5 h de incubacdo (Figura 25). Entretanto, este maximo de atividade
residual recuperada ndo atingiu o valor pré-didlise de 590 U.mg'. Quando foi
adicionado KCI para a concentracdo de 2 mol.L™, a atividade alcangou 58% da
atividade pré-dialise e com 3 mol.L™", a atividade recuperada foi 40%. Para ambas as
concentracdes, a recuperacdo de atividade durante as primeiras duas horas
aproxima-se razoavelmente de uma cinética de primeira ordem, com um tempo de

meia-vida (t1,2) para a renaturagado de aproximadamente 54 min (Figura 26).
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FIGURA 26 — ANALISE CINETICA DA RENATURACAO DE LipC DE Haloarcula

marismortui

Para analisar cineticamente a renaturacéo de LipC assumiu-se que a taxa de renaturagdo segue uma
cinética de primeira ordem, onde o t;, € igual a In(2)/k. A constante de renaturagado k foi calculada
como sendo a inclinagéo da reta obtida pelo In (1 — fragdo de atividade recuperada) pelo tempo em h
no periodo entre o tempo inicial € 2 h de recuperagao.
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A renaturacéo incompleta de LipC quando da adicdo de 2 mol.L™ de KCI pode
ser decorrente do longo tempo de dialise (16 h) ao qual a proteina foi submetida
antes do experimento de renaturacdo. Este resultado esta de acordo com os
reportados por outros autores. Mevarech et al. (2000) relataram que a renaturagao
da malato desidrogenase de H. marismortui foi negativamente correlacionada com o
tempo de incubagdo em baixas concentragcdes de sal. Shi et al. (2006), quando
dialisaram uma solu¢do da protease halofilica de Natrinema sp. por 9 h, obtiveram
60% da sua atividade inicial apés reintrodugédo de NaCl (2,5 mol.L™"). Resultados
similares foram encontrados por Madern et al. (2004) para a isocitrato
desidrogenase dependente de NADP de Haloferax volcanii. Os autores observaram
que, incubando a enzima por 24 h em concentracdes de NaCl de 0,6 e 2 mol.L™,
quando reintroduzido NaCl para concentracdo final de 3,3 mol.L", a enzima
apresentou 100% da sua atividade inicial. Entretanto, incubando a enzima por 24 h
em 0,2 mol.L™ de NaCl, quando reintroduzido NaCl para concentragdo final de 3,3

mol.L™", apenas 5% da atividade inicial foi determinada.

Em concordancia aos resultados obtidos para LipC de H. marismortui e os
demais relatados na literatura, sugere-se que o processo de desnaturagdo e
renaturagdo de LipC ocorra em duas etapas: (1) na primeira etapa a proteina
perderia sua estrutura secundaria, mas permaneceria em um estado que poderia re-
enovelar com um tempo de meia-vida ao redor de 1 h, se mais sal for adicionado ao
meio e (2) se a proteina for mantida por muito tempo em baixa concentragao de sal,
ocorreria um aumento do grau de hidratagdo da proteina, e diminuigdo no efeito de
blindagem das cargas negativas da superficie, criado pelos cations em solugao;
assim, a proteina passaria lentamente para uma conformacgao totalmente estendida

e inativa.

5.4.2 EFEITO DA CONCENTRAGAO DE SAL NO GRAU DE ENOVELAMENTO DE

LipC DE Haloarcula marismortui

Para verificar se os resultados descritos acima estavam relacionados com o

grau de enovelamento de LipC, foram realizados experimentos de dicroismo circular
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na faixa do UV-distante com a enzima na auséncia e na presenca de concentragdes
crescentes de KCI (0, 0,25, 0,5 e 2 mol.L™"). Nesta técnica, apesar de KF ser
preferido ao invés de KCI, devido ao fato de que ions fluoreto ndo absorverem na
faixa do UV-distante, o que ocorre com os ions cloreto, optou-se utilizar KCI por dois
motivos: (1) para comparagao direta com os dados bioquimicos e cinéticos que ja
haviam sido coletados e (2) para mimetizar o ambiente fisiologico da enzima, onde
os ions K" e CI' prevalecem (MADERN, EBEL, ZACCAI; 2000, MEVARECH,
FROLOW, GLOSS; 2000).

O dicroismo circular € uma importante técnica utilizada para determinar a
presenca de estruturas secundarias de proteinas e peptideos (GREENFIELD, 2006).
Esta técnica baseia-se no fendmeno de absorcao diferencial da luz circularmente
polarizada a esquerda e a direita do plano que algumas biomoléculas apresentam
(WHITMORE; WALLACE, 2007). Como proteinas sao basicamente estruturas quirais
e por isso apresentam absorcao diferencial da luz circularmente polarizada, o
dicroismo circular € uma técnica normalmente aplicada para monitorar suas

estruturas secundarias, sendo estas a-hélices, folhas-f3 e algas.

O espectro de dicroismo circular de LipC na auséncia de sal exibiu um padrao
tipico de uma proteina desenovelada, como € mostrado pela elipticidade
acentuadamente negativa a 200 nm e pela elipticidade modestamente negativa na
regiao de 210 a 225 nm (GREENFIELD, 2006) (Figura 27). Embora a adi¢ao de
concentragdes crescentes de KCI tenha causado uma queda na razdo sinal:ruido,
um fendmeno bem conhecido devido a absorcdo da luz UV pelos ions cloreto, a
analise do espectro de dicroismo circular mostrou um aumento no conteudo geral de
a-hélices, o que é evidenciado pelo aumento na elipticidade a 200 nm e pela
elipticidade negativa na regido de 210-225 nm (HOLZWARTH; DOTY, 1965) (Figura
27). O aumento no conteudo de a-hélice foi confirmado pela deconvolugdo dos
espectros e pela estimativa do conteudo de estrutura secundaria, que mostrou um
aumento de 7% (0 mol.L™ KCI) para 9% (0,5 mol.L™") no contetido de a-hélices. A
deconvolugdo € um processo matematico baseado em um algoritmo pelo qual é
possivel desdobrar os resultados obtidos por diferentes tipos de analises sendo
estas espectroscopicas ou ndo. Mais especificamente, a deconvolucao reverte o

processo de convolugdo, que € a associacdo de duas fungbes no caso de um
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espectro de dicroismo circular, a associacdo entre elipticidade molar e o
comprimento de onda. Para a deconvolugcdo dos espectros obtidos para LipC foi
utilizado o algoritmo presente no programa K2d (ANDRADE et al., 1993). Entretanto,
deve ser ressaltado que nestas concentracbes de KCI, LipC ainda resta
predominantemente em um estado desenovelado, como evidenciado pela

elipticidade largamente negativa a 200 nm.
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FIGURA 27 — ESPECTROS DE DICROISMO CIRCULAR DE LipC DE Haloarcula
marismortui NA AUSENCIA E PRESENGA DE SAL

Os espectros de dicroismo circular de LipC foram realizados em tampéo fosfato 10 mmol.L”, pH 8, na
presenga de concentragbes crescentes de KCI (0, 0,25 mol.L”" e 0,5 moI.L'1) e com a proteina na
concentracao de 0,1 mg.mL'1. Cada espectro € uma média de trés aquisi¢cdes independentes.

Esta propensdo ao enovelamento dependente de sal foi confirmada na
presenca de 2 mol.L™' de KCI, apesar do espectro de dicroismo circular mostrar uma
raz&o sinal:ruido muito pobre devido a forte absorgdo dos ions cloreto (Figura 28).

No entanto, é possivel observar a elipticidade negativa entre os comprimentos de
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onda de 210 — 225 nm, indicando a presencga de estruturas secundarias, enquanto
que, na auséncia de sal, foi observada uma elipticidade positiva, que é relacionada a
estruturas desordenadas (VENYAMINOV et al., 1993). Estes resultados reforgam
que a falta de atividade na auséncia de sal é devida a uma desnaturagao total da
enzima e que, aumentando a concentragdo de sal, ocorre o enovelamento da
proteina. Além disso, os perfis cinéticos de determinagdo da atividade (método
titulométrico - pH Stat) em concentragdes até 0,5 mol.L” de NaCl ou KCI
mantiveram-se lineares apenas por tempos muito curtos (p. ex.: 30 s), reforcando a
hipotese de que a enzima é instavel em baixas concentragbes de sal e que deve

sofrer uma rapida desnaturagdo em baixas concentragdes de sal.
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FIGURA 28 - ESPECTRO DE DICROISMO CIRCULAR DE LipC DE Haloarcula
marismortui EM ALTA CONCENTRAGAO DE SAL

Os espectros de dicroismo circular de LipC foram realizados em tampé&o Tris-HCI 50 mM, pH 8 na
presenca de 2 mol.L™" de KCI. Cada espectro € uma média de trés aquisi¢cdes independentes.

O fenbmeno de inativagdo da enzima em baixa concentracdo de sal e

ativacao em alta concentracdo de sal que foi mostrado para LipC de H. marismortui
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neste trabalho n&o havia sido relatado para outra esterases anteriormente. Somente
o trabalho de Ferrer et al. (2005) relatou uma esterase de uma biblioteca
metagenémica com ativagdo em altas concentragbes de sal, porém esta enzima
também apresentava atividade na auséncia de sal, o que provavelmente indica que
esta ndo apresenta a mesma halodependéncia e ndo deve ter semelhanca estrutural
com LipC. Por outro lado, o fenbmeno de ativagdo na presenca de sais foi relatado
para outras enzimas halofilicas, como por exemplo, a malato desidrogenase de H.
marsimortui (MEVARECH; FROLOW; GLOSS; 2000), a glucose desidrogenase de
Haloferax mediterranei (PIRE et al., 2001), a glutamato desidrogenase de
Halobacterium salinarum (HAYDEN et al., 2002) e a protease de Natrinema sp. (SHI
et al., 2006). Pire et al. (2001) encontraram que, para o re-enovelamento da glucose
desidrogenase de Haloferax mediterranei, a maior atividade foi obtida com a
concentragdo de sal de 3 mol.L”' em NaCl. J4 com a mesma concentragdo de KCl,
80% da atividade maxima foi obtida e incubando a enzima com 2 mol.L™" de KCI 60%

da atividade maxima foi obtida, um resultado parecido com o observado para LipC.

5.4.3 EFEITO DO pH NA ATIVIDADE DE LipC DE Haloarcula marismortui

Tendo sido verificada a necessidade de sal para as determinagdes de
atividade de LipC, para determinar o efeito do pH na atividade da enzima foi adotada
uma concentragdo de 2 mol.L”' de NaCl no tamp&o de reacéo (Tris-HCI 2,5mmoI.L'1)
em diferentes valores de pH (4 a 9). A baixa concentracdo do tampéao Tris-HCI foi
proposital, ja que concentracbes maiores do agente tamponante podem impedir a
mudang¢a de pH que ocorre pela hidrélise do substrato (butirato de vinila) e que é
detectada pelo método titulométrico.

LipC apresentou um pH 6timo para atividade em 8,5, com um maximo de
atividade de 590 U.mg™. A enzima nao foi ativa contra butirato de vinila em valores
de pH abaixo de 5 (Figura 29). Ja em pH 9, a atividade especifica diminui para 78%
do valor maximo (590 U.mg™). Valores de pH acima de 9 nao foram testados devido

a alta taxa de hidrélise espontanea do substrato nestes valores de pH.
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FIGURA 29 — EFEITO DO pH NA ATIVIDADE DE LipC DE Haloarcula marismortui

Os ensaios para determinar a atividade enzimatica foram realizados pelo método titulométrico a 37°C
em Tris-HCI 2,5 mmol.L”, em valores de pH de 4 a 9 com 73,6 mmol.L™" de butirato de vinila. Um
controle negativo foi sempre realizado sem a enzima em todas as condi¢bes testadas para determinar
a velocidade de hidrélise espontanea do substrato. Os valores sdo apresentados como média e
desvio padréo de trés determinagdes.

Estes resultados mostram que LipC apresenta um pH 6timo para a atividade
mais basico, atipico se comparado a maioria das esterases de arquea que ja foram
caracterizadas, onde os valores situam-se entre 6 e 7,5, conforme o relatado para
esterases de outras arqueas por Huddleston, Yallop e Charalambous (1995) para a
esterase de Sulfolobus shibatae (pH 6,0), Manco et al. (2000) para a esterase de
Archaeoglobus fulgidus (pH 6,5-7,5), Sehgal et al. (2001) para a esterase de
Sulfolobus solfataricus P1 (pH 7-7,5), Mandrich et al. (2004) para a esterase de
Alyciclobacillus acidocaldarius EST2 (pH 7,1), Kim e Lee (2004) para a esterase de
Sulfolobus solfataricus P2 (pH 7,4) e Almeida et al. (2006) para a esterase de
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Pyrococcus furiosus (pH 7,0). De fato, este valor de pH 6timo esta mais relacionado
a lipases bacterianas e fungicas que normalmente se encontra entre pH 8 a 9,
conforme relatado por Petersen, Fojan e Petersen (2001) e Fojan et al. (2000). De
acordo com estes autores, a distribuicdo de residuos ao longo da regido do sitio
ativo e, principalmente na regido acessivel ao solvente desempenham um papel
importante no pH 6timo para atividade de esterases e lipases. No caso de lipases,
um aumento no numero de residuos nao-polares como valina, leucina e isoleucina
no sitio ativo pode estar relacionado ao aumento no pH 6timo para a atividade, ja
que estas regides comegam a ser tituladas e aumentam o potencial eletrostatico
negativo do sitio ativo somente em valores de pH mais basicos, de acordo com

Petersen, Fojan e Petersen (2001).

Apesar de nao haver muitos relatos na literatura, outras proteinas de
Haloarcula marismortui j& foram caracterizadas quanto aos seus valores de pH
6timos para a atividade em valores que se situam entre 7,5 e 8,3. Por exemplo, a
acetil-CoA sintetase tem pH 6timo para a atividade em 7,5 (BRASEN; SCHONHEIT,
2005), enquanto que a xilose desidrogenase apresentou pH 6timo para a atividade
ao redor de 8,3 (JOHNSEN; SCHONHEIT, 2004). Ja Cendrin et al. (1994) relataram,
para a catalase-peroxidase um pH o6timo para atividade em 7,5, enquanto para a
malato desidrogenase foi reportado um valor de pH de 7,6 (MADERN; ZACCAI,
2004).

5.4.4 TERMOESTABILIDADE DE LipC DE Haloarcula marismortui

Apesar de ndo haver relagao obrigatéria entre as propriedades de halofilia e
termofilia, decidiu-se determinar a termoestabilidade de LipC, ja que se sabe que
arqueas halofilicas sdo comumente expostas a ambientes quentes, com abundante
radiacao solar (OREN, 2002).

Para tanto, LipC em uma concentracao de 0,1 mg.mL'1 em tampéao Tris-HCI
50 mmol.L™" e 2 mol.L™" de KCI, pH 8, foi incubada durante 2 h a 40, 50 e 60°C. Em

40 e 50°C observou-se uma boa estabilidade térmica de LipC, pois nao foi detectada
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nenhuma perda de atividade a 40°C, e a 50°C, somente 4,5% de atividade foram
perdidos. Entretanto, nenhuma atividade residual foi determinada apds a incubacéao
por 2 h a 60°C (Figura 30). Monitorando-se a atividade ao longo dos primeiros
minutos, verificou-se que toda a atividade foi perdida ja no final de 5 min. Com este
resultado, pode-se afirmar que LipC possui uma boa estabilidade entre 40 a 50°C,
mas como perde rapidamente sua atividade a 60°C nao pode ser classificada como

uma enzima termofilica.
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FIGURA 30 - TERMOESTABILIDADE DE LipC DE Haloarcula marismortui

LipC a 0,1 mg.mL™" em tamp&o Tris-HCI 50 mmol.L™ e 2 mol.L™ de KCI, pH 8, foi incubada durante 2
h a 40, 50 e 60°C. Os ensaios para determinar a atividade enzimatica residual foram realizados pelo
método titulométrico a 37°C em Tris-HCI 2,5 mmol.L™, pH 8,5 com 73,6 mmol.L”" de butirato de vinila.
Os valore apresentados € uma média dos ensaios realizados em ftripiclata; o desvio entre os valores
foi menor do que 1% do valor da média.

A termoestabilidade é variavel em proteinas halofilicas, onde podemos
encontrar proteinas com termoestabilidades a temperaturas de 40 a 50°C, até

proteinas com elevada termoestabilidade a temperaturas de 80 a 90°C. Martinez-
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Espinosa et al. (2007) encontraram que a ferredoxina de Haloferax mediterranei é
altamente estavel em altas concentragbes de sal (4 mol.L de NaCl) e a 80°C.
Vidyasagar et al. (2006) caracterizaram uma protease serinica da arquea halofilica
Halogeometricum borinquense e encontraram que a enzima perde somente 20% de
sua atividade apds 1 h a 90°C. Tehei et al. (2001) mostraram, através de analises de
dicroismo circular, que a malato desidrogenase de H. marismortui incubada durante
30 min a 48°C comega a sofrer desnaturacdo e que a proteina se agrega

completamente a 70°C.

5.4.5 ATIVIDADE CATALITICA DE LipC DE Haloarcula marismortui FRENTE A
DIFERENTES SUBSTRATOS

Neste ponto do trabalho, ja se sabia que LipC apresentava atividade contra
um éster de cadeia curta, o butirato de vinila, que foi o substrato padrao utilizado
para o0s experimentos anteriores. Entretanto, como os resultados da analise
bioinformatica apontavam para a existéncia de uma atividade putativa de lipase ou
de esterase, havia necessidade de determinar qual atividade era realmente presente
em LipC. Para tanto, foi determinada a atividade de LipC frente a substratos de
cadeia curta e de cadeia longa (vinil ésteres e tri-, di- e monoacilglicerdis) na

presenca de 2 mol.L”" de NaCl e em pH 8,5 (Tabela 12).

De um modo geral, observou-se (Tabela 12) que, para todos os substratos,
com excecado dos ésteres vinilicos, onde houve um aumento de atividade para
substratos de comprimentos de cadeia de C2 até C4, para entao decrescer, ou seja,
a partir de C4, a atividade de LipC diminuiu com o aumento da cadeia de substrato,
0 que é um resultado esperado para uma esterase nao-lipolitica (CHAHINIAN et al.,
2005, JAEGER; DIJKSTRA; REETZ, 1999).
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TABELA 12 — ATIVIDADE CATALITICA DE LipC DE Haloarcula marismortui
FRENTE A DIFERENTES SUBSTRATOS

1 . - - Atividade

Substratos (mmol.L™) Atividade especifica (U.mg™) relativa®
Esteres vinilicos
Acetato de vinila C2° (108)? 109,4 + 0 18,5
Propionato de vinila C3 (86,6) 325+ 35,4 55
Butirato de vinila C4 (73,6) 590+ 0 100
Hexanoato de vinila C6 (58,4) 400+0 67,8
Octanoato de vinila C8 (48,2) 40+0 6,8
Decanoato de vinila C10 (41,4) 12,8 +0,4 2,2
Laurato de vinila C12 (35,9) 3,2+0,3 0,5
Triacilgliceroéis ”
Triacetina C2 (53) 24 +1,3 4
Tripropionina C3 (41) 200 3,4
Tributirina C4 (34) 58+0,6 1
Tricaprilina C8 (20) 2,20 0,4
Tricaprina C10 (6) 1,30 0,2
Diacilgliceréis
Dibutirina C4 (45,3) 74,4 £ 11,7 12,6
Dicaprilina C8 (9,6) 250 0,4
Dicaprina C10 (8,3) 1,1+£0,2 0,2
Monoacilgliceréis
Monobutirina C4 (67,3) 132,310 22,4
Monocaprilina C8 (15,3) 26,9+29 4,6
Monocaprina C10 (13,5) 4,8+0.2 0,8
Monolaurina C12 (12,2) 1,8+0.2 0,3

Os experimentos foram realizados a 37°C em 2,5 mmol.L™" de Tris-HCI a pH 8,5 com 2 mol.L” de
NaCl e com agitagdo (200 rpm). O ndmero entre parénteses apds o0 nome do substrato corresponde a
concentracao (mmoI.L'1) final no ensaio. As quantidades de substrato foram utilizadas acima do limite
de solubilidade.

@ Ensaios com acetato de vinila foram feitos no mesmo tampao porém em pH 7 para evitar hidrélise
quimica do substrato em pH 8.

® Atividades com ésteres de glicerol foram determinadas sob as mesmas condigdes experimentais do
que para ésteres vinilicos, porém com 1% de Triton® X-100 (concentragéo final). Uma unidade de
atividade enzimatica correspondeu a liberagdo de um pmol de acido graxo por min.

° A porcentagem de atividade relativa foi calculada usando a atividade contra butirato de vinila como
valor referéncia de 100%.

40 niimero apds a letra C indica o comprimento da cadeia carbénica do acido.

A maior atividade especifica de LipC foi obtida contra o butirato de vinila (590

U.mg'1), que também foi usado como substrato padrao para os ensaios durante o
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estudo desta enzima. Altas atividades especificas foram também determinadas
contra outros ésteres vinilicos de cadeia curta, p. ex. propionato de vinila (325 U.mg
") e hexanoato de vinila (400 U.mg™). Entretanto, as atividades de LipC contra
ésteres vinilicos de cadeia mais longa (octanoato de vinila, decanoato de vinila e
laurato de vinila) foram menores. Os substratos com cadeia carbdnica acima de 12
carbonos, como o miristato de vinila e oleato de vinila, também foram testados, mas
nenhuma atividade foi detectada. As atividades especificas contra tri-, di- e
monoacilgliceréis foram menores do que aquelas medidas contra ésteres vinilicos de
cadeia curta. Além disso, o grau de esterificagdo do glicerol teve um importante
impacto na diminuicdo da atividade especifica de LipC. Por exemplo, as atividades
especificas de LipC contra dibutirina € monobutirina foram 13 e 23 vezes maiores do
que a atividade especifica contra tributirina (Tabela 12). Estes resultados confirmam
que LipC é de fato uma esterase ndo-lipolitica e reforcam os resultados obtidos
anteriormente pela analise bioinformatica, mostrando, entretanto, que esta enzima

possui apenas atividade esterase e nao lipolitica.

De acordo com Jaeger, Dijkstra e Reetz (1999), a diferenca entre a atividade
de esterases e lipases esta no reconhecimento do substrato, sendo que, de modo
geral, esterases reconhecem preferencialmente ésteres com acidos graxos de
cadeias carbbnicas menores do que dez carbonos, enquanto lipases reconhecem
preferencialmente ésteres com cadeias carbdnicas com dez ou mais carbonos. Além
disso, assume-se que esterases sao enzimas que hidrolisam ésteres de cadeia curta
soluveis em agua e que lipases especificamente hidrolisam emulsdes de
triacilglicerois insoluveis em agua (CHAHINIAN et al., 2005). Esta propriedade pode
ser explicada observando-se o sitio de ligagdo ao substrato de esterases e lipases.
Como relatado por Pleiss, Fischer e Schmid (1998), quando foram comparados os
sitios ativos de duas esterases e oito lipases, observou-se que todas as enzimas
apresentavam arquitetura similar e mesmo mecanismo de catalise. Todas
apresentavam uma triade catalitica (serina — aspartato — histidina) e um sitio de
ligagdo ao substrato que acomodava a cadeia acila do éster. Sendo assim, os
autores sugeriram que a principal diferengca entre estas enzimas estaria na
geometria do sitio de ligagdo ao substrato. As lipases tém um grande sitio
hidrofébico que é capaz de acomodar triacilgliceréis de cadeia longa (p. ex.:

trioleina), sendo que o substrato interage com o sitio de ligagdo em uma
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conformagao que cada uma das cadeias acilas do éster € acomodada de um lado do
sitio de ligagdo ao substrato. Ja as esterases possuem um sitio de ligacdo do
substrato menor do que o de lipases e sem a possibilidade de acomodar as trés
cadeias de acidos graxos simultaneamente, como ocorre em lipases (PLEISS;
FISCHER; SCHMID, 1998). Esta propriedade estrutural pode explicar porque LipC
apresentou uma atividade decrescente quando se aumentou O numero de
substituicdes nos ésteres de glicerol (Tabela 12 — atividades para monobutirina,
dibutirina e tributirina). Além disso, como relatado por Fojan et al. (2000), nos sitios
ativos de esterases a parte que esta 50 a 80% acessivel ao solvente apresentou um
menor numero de residuos nao-polares se comparada ao sitio ativo de uma lipase,
que é rico em valina, leucina e isoleucina nesta mesma regido. Esta propriedade
estrutural pode diminuir significativamente a interacdo da enzima com o substrato,
conforme aumente o seu grau de hidrofobicidade, como € o caso na série

monobutirina, dibutirina e tributirina.

Outras esterases de arqueas foram caracterizadas quanto a especificidade ao
substrato. Manco et al. (2000) encontraram que, para a esterase da arquea
termofilica Archaeoglobus fulgidus, a maior atividade foi contra hexanoato de p-
nitrofenila. Almeida et al. (2006) encontram que, para a esterase (ORF PF2001) da
arquea termofilica de Pyrococcus furiosus, a maior atividade foi contra heptanoato
de metil-umbeliferona. A esterase da arquea termo e acidofilica Sulfolobus
Solfataricus P1 apresentou maior atividade contra caprilato de p-nitrofenila. A
esterase EST3 de Sulfolobus solfataricus P2 apresentou maior atividade contra
valerato de p-nitrofenila (KIM; LEE, 2004). A esterase/ aminoacil hidrolase da arquea
termofilica Aeropyrum pernix K1 apresentou maior atividade contra caprilato de p-
nitrofenila (GAO et al., 2003). A esterase EST2 de Alicyclobacillus acidocaldarius
apresentou maior atividade contra hexanoato de p-nitrofenila (MANCO; MANDRICH;
ROSSI, 2001). Estes resultados mostram que como observado para LipC de H.
marismortui, as esterases de outras arqueas também mostram especificidade contra

substratos de cadeia curta de quatro a oito carbonos.

Infelizmente, a maioria destes trabalhos ndo determinou a atividade contra os
substratos utilizados no presente trabalho, como mono-, di- e triacilgliceréis, o que

impossibilita a comparagao direta dos resultados. No entanto, Mandrich et al. (2005)
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apresentaram resultados para uma esterase de Sulfolobus solfataricus (ORF
SS02517) que foi capaz de hidrolisar tricaprilina com um valor de atividade
especifica de 2,6 U.mg”’, um valor préximo ao encontrado para LipC (2,2 U.mg™).
Esta esterase de S. solfataricus também possui homologia de sequéncia com
enzimas da familia HSL e comparando sua sequéncia com a da esterase EST2, uma
delecdo de 60 aminoacidos no dominio N-terminal foi observada. Esta regido
corresponde ao dominio cap e foi sugerida por Mandrich et al. (2005) como uma
estrutura que cobre e protege o sitio ativo de algumas enzimas, entre elas, a
esterase EST2 de Alicyclobacillus acidocaldaricus (DE SIMONE et al., 2000), a
esterase de Archeaoglobus fulgidus (DE SIMONE et al., 2001) e a esterase
Brefeldina A de Bacillus subtilis (WEI et al., 1999). Este dominio cap também néo é
observado na sequéncia de LipC, o que poderia justificar o seu reconhecimento por
triacilglicerdis de cadeia média, o que nao foi observado para outras esterases
relacionadas, como a EST2 de Alicyclobacillus acidocaldaricus (DE SIMONE et al.,
2000) e a esterase de Archeaoglobus fulgidus (DE SIMONE et al., 2001).

5.4.6 EFEITO DE INIBIDORES SERINICOS NA ATIVIDADE DE LipC DE Haloarcula

marismortui.

Os resultados da analise bioinformatica apontaram que LipC poderia ser
membro da familia das lipases hormdnio-sensiveis (HSL), que foi descrita por
Hemila, Koivula e Palva (1994) como uma superfamilia de lipases e esterases que

engloba desde lipases de mamiferos até lipases e esterases de bactérias e arqueas.

Para confirmar a presenca de uma serina no sitio ativo de LipC e se esta
enzima faz parte da familia HSL, trés inibidores de esterases serinicas foram
testados: o PMSF (fluoreto de fenilmetilsulfonila), o E600 (fosfato de dietil-p-
nitrofenila) e o 7600 (5-metdxi-3-(4-fendxifenil)-3H-[1,3,4]oxadizol-2-ona), sendo o
ultimo previamente descrito como um inibidor especifico para enzimas da familia
HSL (BEN ALl et al., 2006) (Figura 31).



111

100
Tempo (s)

Atividade residual (%)

Tempo (min)

FIGURA 31 — INIBIGAO DA ATIVIDADE DE LipC DE Haloarcula marismortui POR
INIBIDORES SERINICOS

(A) incubagéo com E600 (dietil p-nitrofenil fosfato) e PMSF (fluoreto de fenilmetilsulfonila) numa razédo
molar de 10:1 inibidor: enzima e (B) incubagdo com o inibidor 7600 (5-metoxi-3-(4-fenodxifenil)-3H-
[1,3,4]oxadizol-2-ona) numa razdo molar de 100:1 inibidor-enzima. A atividade de LipC utilizando
como substrato o vinil butirato (73,6 mmolfoi verificada nas condigdo padrao: a 37°C com 2,5 mmol.L”
de Tris-HCl em pH 8,5 e 2 mol.L”" de NaCl e sob agitagdo de 200 rpm Os valores sdo as médias de
trés experimentos independentes. O valor de atividade especifica referéncia de 100% foi de 590 U/mg
determinado na condi¢&o padrao.
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A inibicdo de LipC por PMSF ou E600 foi rapida, com um tempo de meia-vida
de inativagao (t12in) de 10 s e 20 s, respectivamente, sendo que nenhuma atividade
residual foi detectada apds 90 s nas condigdes utilizadas (Figura 31A). A inibicdo de
LipC por 7600 foi muito mais lenta, com um ty2i, de 15 min, sendo que a inativagao
completa ocorreu apdés 85 min (Figura 31B). As inibicdes por PMSF, E600 e 7600
indicaram que LipC é uma enzima serinica, ou seja, que possui uma serina ativa no
sitio catalitico, como ja havia sido previsto pelo alinhamento de sequéncias (Figura
16). Além disso, a rapida inibicdo de LipC por PMSF e E600 na auséncia de
detergentes sugere que LipC tenha um sitio ativo mais acessivel ao substrato, uma
propriedade estrutural que usualmente diferencia esterases de lipases. Muitas
lipases possuem o dominio estrutural lid, que normalmente se encontra na
conformacdo fechada na auséncia de interface lipidio - agua, bloqueando o sitio
ativo (BELLE et al., 2007).

A inibicao de LipC pelo composto 7600 indicou que esta enzima pertence a
familia HSL, como outras enzimas desta familia que também sao inibidas pelo 7600
(BEN ALI et al., 2006). Outras esterases de arqueas previamente caracterizadas,
como a esterase de Archaeoglobus fulgidus (AFEST) (MANCO et al., 2000) e a
esterase EST2 de Alyciclobacillus acidocaldaricus (MANDRICH et al., 2005),
também foram inibidas por 7600. Em concordancia com os resultados de
alinhamento de sequéncias, LipC foi inibida pelo composto 7600, um inibidor com
alta especificidade para esterases e lipases da familia HSL (BEN ALI et al., 2006).
No entanto, a inibicao por 7600 foi mais lenta contra LipC quando comparada aos
resultados de inibicdo contra AFEST e EST2 obtidos por Ben Ali et al. (2006). Até o
momento, ndo se tem evidéncia experimental para explicar porque a inibicido de
7600 foi mais lenta contra LipC. Porém, acredita-se que os sitios de interacdo das
esterases AFEST e EST2 com este inibidor favorecam uma interagdo mais estavel
do que em LipC, levando a uma rapida inibicdo. Como mostrado na Figura 16, o
alinhamento de sequéncias mostrou que, entre os membros da familia HSL e LipC,
na regido da fenda oxianion ha uma arginina em uma posi¢ao em que normalmente
se encontra uma histidina, e na regiao do pentapeptideo ha uma histidina em uma
posicdo na qual normalmente se encontra um glutamato ou aspartato na familia

HSL. Portanto, estudos de relagdo estrutura-funcdo, principalmente da regido do
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sitio ativo de LipC poderao esclarecer o mecanismo de inibicdo por 7600 e gerar
mais informagdo para o desenvolvimento de inibidores mais especificos para a
familia HSL.

5.5 ESTABILIDADE DE LipC DE Haloarcula marismortui FRENTE A SOLVENTES
ORGANICOS MISCIVEIS EM AGUA

Como mencionado no inicio deste trabalho, uma das razdes pelas quais
enzimas halofilicas sdo estudadas é a possibilidade de sua aplicagdo em meios com
alta concentragdo de solventes organicos (ADAMS; PERLER; KELLY, 1995;
SELLEK; CHAUDHURI, 1999; EICHLER, 2001). Portanto, como parte deste
trabalho, investigou-se a estabilidade de LipC de H. marismortui em varios solventes
misciveis em agua. Como nestes experimentos foi utilizada enzima em solugao
aquosa, ndo se optou por avaliar a estabilidade contra solventes imisciveis em agua,
ja que muitas vezes a presencga de agua no solvente cria um sistema bifasico, que
impede o contato da enzima diretamente com o solvente organico, o que pode gerar
um falso resultado de estabilidade. No entanto, futuramente, a estabilidade de LipC
podera ser estudada em solventes imisciveis em agua utilizando a enzima na forma

de po liofilizado.

A estabilidade a solventes foi verificada incubando LipC por 16 h em tampdes
com 0,2 ou 1,5 mol.L™ de KCI na presenca de 60 ou 30% (v/v) de solventes,
respectivamente. Em 30% de solvente e 1,5 mol.L™! de KCI, somente na presenca de
dimetilsulféxido a enzima apresentou boa estabilidade apds a incubacao (93% de
atividade residual) (Tabela 13). Em todas as outras condi¢ées houve diminuicdo da
atividade residual da enzima, sendo que, entre elas, a menos agressiva foi a
incubagdo com acetonitrila, quando a enzima ainda apresentou cerca de 22% de

atividade residual (Tabela 13).

Surpreendentemente, incubando LipC com 60% de solvente porém com

menor concentragdo salina (0,2 mol.L™ de KCI), valores maiores de atividade
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residual foram encontrados, mesmo em solventes conhecidamente desnaturantes
como o caso da acetona e do tetrahidrofurano (KIM; DORDICK, 1997). Nestas
condigdes, incubando-se a enzima na presenca de 60% de acetonitrila, a atividade

manteve-se estavel por 16 h.

TABELA 13 - ESTABILIDADE DE LipC DE Haloarcula marismortui FRENTE A
SOLVENTES ORGANICOS MISCIVEIS EM AGUA

Solvente organico | logP? | Atividade residual (%)"°
Oh 16 h
Dimetilsulféxido 30% /1,5 M KCI  -1,35 95+25 93+1,2
Acetonitrila 30% / 1,5 M KCI -0,34 45,7+2,9 22,6 £4,1
Acetona 30% / 1,5 M KCI -0,24 27,5+ 3,7 4,7+0,3
Etanol 30% / 1,5 M KCI -0,31 14,2+ 0,5 43+0,3
Tetrahidrofurano 30% /1,5 M KCI 0,46 59+04 4,7
Dimetilsulféxido 60% / 0,2 M KCI  -1,35 59 +1 11+£2
Acetonitrila 60% / 0,2 M KCI -0,34 103,5+2,8 111+£25
Acetona 60% / 0,2 M KCI -0,24 54,8 +5,2 37,1+0,8
Etanol 60% / 0,2 M KCI -0,31 59,2+7 40 £1
Tetrahidrofurano 60% / 0,2 M KCI 0,46 43,6 +1,6 40+ 2,5

a - o logP é o logaritmo do coeficiente de particdo, P, do solvente entre n-octanol e agua e é usado
como uma medida da polaridade do solvente (http://www.syrres.com/eSc/est_kowdemo.htm).

b - a atividade esterasica foi medida em 50 mmol.L™”" Tris—HCI (pH 8), 3 mol.L™ KCI, 0,36 % Triton X-
100 e 2 mmol.L™" de butirato de p-nitrofenila com ou sem solvente organico a temperatura ambiente
por 5 min.

¢ - LipC foi pré-incubada na auséncia ou presenca de solvente organico por 16 h em solugbes
contendo 1,5 ou 0,2 mol.L”" de KCI. A atividade residual foi medida em condi¢des padrado (tampao
sem solvente e com 3 mol.L™" de KCl), a concentragao final de solvente no ensaio foi abaixo de 1,5%
(v/v). A atividade residual foi expressa em porcentagem assumindo as condi¢des sem solvente e com
1,5 e 0,2 mol.L”" de KCI como os controles positivos.

Analisando-se os resultados quanto a polaridade dos solventes organicos,
percebe-se que LipC exibe um comportamento diferente do que é relatado para

enzimas em geral, e particularmente para lipases. Normalmente, o reportado em
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literatura é que a estabilidade de enzimas €& maior para solventes com elevados
valores de log P, se comparada a exibida com solventes com log P inferior a zero.
Este efeito é atribuido, no caso de um solvente hidrofilico com logP negativo, a sua
interacao e remogao da agua de solvatacdo da proteina, causando a desnaturagao
da proteina (SIMON et al., 1998; ROY; GUPTA, 2004; VILLENEUVE, 2007).

Os resultados de estabilidade a solventes organicos mostraram que LipC
exibe uma caracteristica de ser pouco estavel a solventes na presenca de altas
concentragdes de sal (1,5 mol.L™" de KCI) e de apresentar uma melhor estabilidade
frente aos mesmos solventes em baixas concentragdes de sal (0,2 mol.L™" de KCI)
(Tabela 13). Isto pode ser explicado pelo efeito salting-out dos solventes utilizados
(ROBINSON; JENCKS, 1965a, b). Por exemplo, o tetrahidrofurano, o solvente com
caracteristicas mais hidrofébicas (log P = 0,46), apresenta um grande efeito salting-
out, o que implica dizer que este solvente tem a capacidade de solvatar a parte
interna da proteina, que consiste em grande parte de contatos hidrofébicos, levando-
a a desnaturacdo (KIM; DORDICK, 1997). No entanto, como a superficie
eletrostatica de proteinas halofilicas é extremamente dependente da interagdo com
o solvente ao seu redor (EBEL et al., 2002), em baixas concentracoes de sal existe
um efeito denominado de “triagem por cargas negativas”, que ocorre quando apenas
uma parte das cargas negativas na superficie € neutralizada pela interagdo com ions
(LANYI, 1974). Sendo assim, pode-se sugerir que, em baixas concentragdes de KCl,
LipC apresente uma superficie eletrostatica mais negativa, desfavorecendo a
interagcdo com solventes com caracteristica menos polar, neste caso acetonitrila,
acetona, etanol e tetrahidrofurano. Além disso, a alta estabilidade de LipC frente a
60% (v/v) de acetonitrila pode ser evidenciada como uma caracteristica unica em
proteinas halofilicas descritas até entdo. Ruiz et al. (2007) avaliaram o efeito de
solventes na estabilidade de uma protease halofilica de Natrialba magadii e
especificamente para acetonitrila encontraram apenas 8% de atividade residual na
presenca de 1,5 mol.L”' de NaCl e nenhuma atividade residual foi determinada com
0,5 mol.L™" de NaCl.

Ja em altas concentragdes de sal, por exemplo, acima de 1 mol.L™" acredita-
se que todas as cargas na superficie da proteina estejam participando de uma rede

de interagdes com ions K* e agua, formando, assim, uma camada de solvatagéo
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para manter a estrutura da proteina (MADERN; EBEL; ZACCAI, 2000). Se houver de
alguma forma um enriquecimento rapido de moléculas de agua, a camada de
solvatagcdo sera perturbada e a proteina podera sofrer um processo de
desnaturacdo. Nestas condicoes, é possivel que, de todos os solventes testados, o
que tenha a menor ligagdo com a proteina seja o DMSO, nao perturbando a sua
estabilidade. Arakawa et al. (2007) observaram que o DMSO se liga
preferencialmente a proteinas desenoveladas mantendo-as neste estado. Muito
disto deve-se ao fato de que este solvente interage mais favoravelmente com as
cadeias laterais de alguns aminoacidos do que com as cadeias que normalmente

estdo na parte interna das proteinas, tais como o triptofano e fenilalanina.

Apesar de estes resultados apontarem um bom potencial para a utilizagado de
LipC em solventes organicos misciveis em agua, estes s&o resultados iniciais e, que,
para propor qual o fendbmeno biofisico que rege a estabilidade de LipC em
acetonitrila e DMSO, outros experimentos precisarao ser feitos e um conjunto maior

de dados precisara ser obtido.
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5.6 MODELO ESTRUTURAL COMPARATIVO DE LipC DE Haloarcula marismortui

Para se obter uma melhor explicagdo em nivel molecular para a atividade e
enovelamento de LipC sal-dependentes, gerou-se um modelo tridimensional para a
enzima usando o servidor SAM-T06 (http://compbio.soe.ucsc.edu/SAM_T06/T06-
query.html). Este servidor € um método inteiramente automatizado que integra
varios programas para gerar um modelo tridimensional fazendo uso de um conjunto
de estruturas homodlogas, conforme descrito na se¢cdo de Material e Métodos. Para
tal, a sequéncia de aminoacidos de LipC foi submetida ao servidor e, apds o
processamento, este retornou uma lista com as melhores estruturas-molde

encontradas.

Das dez melhores estruturas-molde encontradas para gerar o modelo de
LipC, nove eram esterases e outra, uma peptidase, com valores de E-value entre
56 x 10 (para a melhor estrutura) e 4,4 x 10" (para a estrutura menos
relacionada) (Tabela 14). O modelo final cobre toda a sequéncia de aminoacidos da
proteina LipC sobrepondo satisfatoriamente com a estrutura de EST2 de
Alyciclobacillus acidocaldaricus (cédigo no PDB — 1U4N) (DE SIMONE et al., 2004),
com um rmsd de 1,65 A sobre 236 atomos de carbono alfa (Figura 32B e C). O rmsd

€ a medida da distancia média entre os atomos de duas proteinas sobrepostas.

Outro modelo tridimensional para LipC foi gerado pelo método de threading
usando o servidor Phyre (BENNET-LOVSEY et al.,2008), e um modelo também
usando a estrutura de EST2 como molde foi gerado. O modelo gerado pelo Phyre
cobriu os residuos de 10 a 279 e sobrepbs-se bem ao modelo construido pelo SAM-
T06 (rmsd 1,71A sobre 224 atomos de carbonos alfa). Apesar do modelo gerado
pelo SAM-T06 possuir uma regiao C-terminal longa, que nao foi vista no modelo
gerado pelo Phyre, os dois modelos possuem a mesma topologia central e apenas
algumas diferengas estruturais menores envolvendo voltas. A boa concordancia
entre os dois modelos aponta para um bom nivel de realidade em ambas as

estruturas preditas para LipC.
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TABELA 14 — ESTRUTURAS MOLDES ENCONTRADAS PARA A MODELAGEM

DE LipC DE Haloarcula marismortui

Cédigo no PDB? Proteina E-value®
1U4N — 26% Carboxilesterase EST2 de 5,6 x 107
Alicyclobacillus
Acidocaldarius
2HM7 — 26% Mutante G84S da Carboxilesterase 2,1 %10
EST2 de
Alicyclobacillus
Acidocaldarius
207R - 19% Carboxilesterase de Actinidia eriantha 2,7 x 10728
1AQL — 19% Lipase biliar bovina ativada por sal 6,3 x 102
1C71 - 21% Esterase termofilica de Bacillus subtilis 7,3 x10%
2C7B - 23% Carboxilesterase de uma 2,3 x 102
biblioteca metagenémica
2HU5 — 18% Acilaminoacil peptidase 9,1 x 102
de Aeropyrum pernix
3BXP - 17% Carboxilesterase putativa de 3,2x 102
Lactobacillus plantarum
20GT - 21% Carboxilesterase de 1,3x107"°
Geobacillus
stearothermophilus
2PBL — 24% Tioesterase putativa de 4,5 x 107
Silicibacter sp.
a - Codigo da estrutura como depositada no PDB (Protein Data Bank -

http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do). A porcentagem acompanhando o cédigo no PDB refere-se a
identidade entre as seqiéncias determinada pelo programa SSM, que gera alinhamentos de
estruturas tridimensionais de proteinas (KRISSINEL; HENRICK, 2004)

b — O valor de E-value é um valor estatistico que indica a expectativa de que outra estrutura com
escore idéntico ou maior ao valor obtido para um determinado alinhamento seja encontrada.
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FIGURA 32 — MODELO ESTRUTURAL COMPARATIVO DE LipC DE Haloarcula

marismortui

(A) Alinhamento de sequéncias entre LipC (HMEST) e EST2, com 20% de identidade. Os
aminoacidos idénticos estdo na caixa em vermelho, enquanto aminoacidos relacionados estao em
vermelho. Os pontos no alinhamento e nos elementos estruturais indicam gaps. Os elementos de
estrutura secundaria do modelo de LipC e da estrutura cristalografica de EST2 sdo mostrados acima
e abaixo do alinhamento, respectivamente. Os nimeros no inicio das linhas indicam a posicdo dos
aminoacidos. Os pontos acima do alinhamento indicam intervalos de dez residuos. Os residuos
formando a triade catalitica sdo indicados por asteriscos, enquanto a fenda oxianion é sublinhada em
vermelho.
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FIGURA 32 — MODELO ESTRUTURAL COMPARATIVO DE LipC DE Haloarcula
marismortui (Legenda na proxima pagina).

(B) Representagdo do modelo de LipC como obtido pelo programa SAM-T06. a-hélices sao
mostradas em laranja, folhas- em azul e o sitio ativo em vermelho.

(C) Sobreposigcao entre os modelos de LipC (verde) e a estrutura cristalografica de EST2 (rosa).

(D) Sobreposicao dos residuos da fenda oxianion e da triade catalitica de LipC e EST2. As cores
foram usadas da mesma maneira que no painel C.
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FIGURA 33 — GRAFICO DE RAMACHANDRAN PARA O MODELO ESTRUTURAL
COMPARATIVO DE LipC DE Haloarcula marismortui

As regibdes estdo destacadas de acordo com o tipo de estrutura secundaria. Delimitada em amarelo
estdo as regides que correspondem a conformagdes onde ndo ha impedimento estérico sdo as
regides ditas fisicamente permitidas. As regibes em azul tanto para a-hélices quanto para folhas
sdo ditas adicionalmente permitidas. Toda a regido que néo esta delimitada em azul é dita regido
nao-permitida. Estdo destacados trés aminoacidos que foram emcontrados na regido n&o-permitida
para o modelo de LipC.

A qualidade do modelo estrutural de LipC gerado pelo SAM-T06 foi verificada
pelo grafico de Ramachandran (RAMACHANDRAN; RAMAKRISHNAN;
SASISEKHARAN, 1963) (Figura 33). Esta analise foi realizada pelo programa WHAT
IF (VRIEND, 1990). Este programa compara o grafico de Ramachandran de um
arquivo PDB com o grafico de Ramachandran de cerca de 400 estruturas resolvidas
com alta resolugéo. O Z-escore de -2,644 para o grafico de Ramachandran de LipC,

como calculado pelo WHAT IF, esta de acordo com estruturas bem refinadas. Como
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observado na Figura 33, o grafico de Ramachandran indica uma boa qualidade do
modelo, com somente dois residuos (treonina 175 e aspartato 30), além da serina
catalitica (serina 128), em posi¢cdes desfavoraveis. Resultado similar sobre a serina
do sitio catalitico ja foi observado anteriormente para a modelagem de uma esterase
de Pyrococcus furiosus (ORF PF2001) (ALMEIDA et al., 2006). Esta conformacgéao é
devida a uma alga rigida formada pelo pentapeptideo (Gly — X — Ser — X — Gly) em
um motivo folha B — alga — a - hélice que faz com que a serina do sitio ativo assuma
uma conformagao desfavoravel em relagao aos angulos ® e g da cadeia principal,
conforme observado para outras proteinas com dobramento ao/f hidrolase
(SCHRAG; CYGLER, 1997).

O modelo final de LipC consiste de onze a-hélices e um core contendo oito
folhas-B ao total (Figura 32B). A fenda oxianion de LipC (residuos 55 a 58, Figura
31A) sobrepds-se bem com a fenda oxianion de EST2 (Figura 32A e D). Os
esqueletos carbénicos dos residuos de glicina 56, glicina 57 e alanina 58 foram
visualizados bem préximos do sitio ativo e devem estar envolvidos na estabilizagao
do intermediario de reagéo. Os residuos de serina 128, aspartato 224 e histidina 254
de LipC sobrepuseram-se bem com os residuos que formam a triade catalitica em
EST2 (serina 155, aspartato 252 e histidina 282) (Figura 32D).

Apesar de o modelo ter sido bem validado pelo grafico de Ramachandran,
acredita-se que a regido da a-hélice C-terminal (residuos 297-313) deva ser
considerada com certo cuidado. A regido cobrindo os residuos 280 a 327 de LipC foi
predita como desordenada de acordo com a analise pelo programa I[UPRED, um
servidor para predicdo de desordem em seqiiéncias de aminoacidos (DOSZTANYI
et al.; 2005) (Figura 34A e B). Além disso, esta a-hélice representa um elemento
estrutural adicional com respeito as estruturas das proteinas moldes encontrada pelo
SAM-TO06 e Phyre.
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FIGURA 34 — ANALISE DE DESORDEM NA SEQUENCIA DE LipC DE Haloarcula
marismortui

Tendéncias superiores a 0,5 indicam uma propensao a formacgao de estruturas desordenadas. A —
predicdo de desordem longa considerando o contexto de seqiéncias de 100 aminoacidos. B —
predicdo de desrodem curta considerando o contexto de seqiiéncias de 25 aminoacidos. Analise
realizada pelo IUPred (http://iupred.enzim.hu/).

As coordenadas para a a-hélice C-terminal (residuos 297-313) foram geradas
pelo SAM-T06 através do método de reconhecimento de enovelamento de
estruturas nado-relacionadas, seguido pela combinagdo dos fragmentos gerados em
uma unica estrutura. Entretanto, € necessario reforgcar que a estrutura proposta para
esta regido € meramente tedrica e que esta regiao pode adotar um enovelamento
diferente. Todavia, dada a sua natureza flexivel, esta regido provavelmente seja

exposta ao solvente, como anteriormente mostrado por Liu e Rost (2003), onde
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regides longas, que nao possuem estrutura secundaria regular (NORS — non regular
secondary structure), sao geralmente acessiveis ao solvente. Portanto, apesar de
nao se saber exatamente qual a sua conformagao, acredita-se que esta regido pode

ter um importante papel para a interacdo da proteina com o solvente.

A distribuicdo de cargas de LipC foi estimada a partir de um calculo de
potencial eletrostatico na superficie do modelo (Figura 35A). LipC mostrou um
potential negativo, localizado principalmente na superficie, enquanto o potencial
eletrostatico para EST2 foi cerca de 1,5 vez menor (Figura 35B). O potencial
negativo de LipC provavelmente resulta da presenca de agregados de residuos de
aspartato e glutamato na superficie da proteina, considerando que nao ha
agregados de residuos com cargas positivas. A andlise da superficie eletrostatica
mostrou que a maioria dos residuos acidos esta localizada na superficie da proteina,
sendo assim expostos ao solvente. Este enriquecimento em residuos acidos pode
favorecer a solvatagdo, como observado no caso da glucose desidrogenase de
Haloferax mediterranei, que tem um importante arranjo de moléculas de agua
interagindo com os residuos de glutamato e aspartato. Também foi observado que o
grau de solvatagao da glucose desidrogenase de H. mediterranei € o maior entre
todas as proteinas com estrutura tridimensional conhecida. Surpreendentemente,
somente cinco ions potassio foram observados interagindo com a proteina, o que
claramente indica que o papel preponderante dos residuos acidos na superficie,
além de interagirem com os ions em solugdo, também seja de manter a solvatagéo

da proteina em condi¢des de altas concentragdes de sal (BRITTON et al., 2006).
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FIGURA 35 - REPRESENTACAO DA SUPERFICIE ELETROSTATICA DO
MODELO DE LipC

Potenciais eletrostaticos na superficie de LipC (A) e EST2 (B) foram obtidos pelo programa Delphi. As
estruturas foram graficamente dispostas com o sitio ativo para frente (parte de cima) e em uma
rotagdo horizontal de 180° (parte de baixo). A escala de potencial eletrostatico calculada pela
equacgao de Poisson-Boltzmann é de -5 a +5 kbT/e; a superficie em vermelho representa o potencial
mais negativo e a superficie em azul o potencial mais positivo.

LipC e EST2 podem ser ambas classificadas como proteinas contendo um
alto numero de residuos acidos, sendo a porcentagem de aspartato e glutamato de
16,8% e 13,2%, respectivamente (Tabela 15).
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TABELA 15 — ANALISE DA FREQUENCIA DE AMINOACIDOS E DA SUPERFICIE
ACESSIVEL AO SOLVENTE DO MODELO DE LipC E EST2

. Proteinas
LipC EST2 globulares?®
Frequéncia dos aminoacidos
Asp+Glu (% dos residuos totais) 16,8% 13,2% 11,8%
Arg+Lys (% dos residuos totais) 5,8% 8,7% 10,7%
Razao (Asp+Glu)/(Arg+Lys) 29 1,5 1,1
Residuos  hidrofébicos (% dos 47,4% 54,2% 44.7%
residuos totais)
Razao dos residuos carregados pelos 0,5 0,4 0,5
hidrofobicos
Frequéncia dos aminoacidos na
superficie
Superficie acessivel total (A?) 15.632  13.611
Superficie acessivel composta por 4.387 3.273
Asp+Glu (A?)
Asp+Glu (% do total da superficie) 28,1% 24.1%
Superficie acessivel composta por 2.342 2.354
Arg+Lys (A?)
Arg+Lys (% do total da superficie) 15,0% 17,3%
Razao (Asp+Glu)/(Arg+Lys) 1,9 1,4
Superficie acessivel composta por 4.960 5.259
residuos hidrofobicos
Residuos hidrofébicos (% do total da 31,7% 38,6%
superficie)
Razao residuos carregados /residuos 1,36 1,07

hidrofébicos

a — Dados retirados de TOMPA (2002).

Este conteudo € maior do que observado em proteinas globulares com

estruturas tridimensionais conhecidas (11,8%, Tabela 15). Entretanto, LipC difere de

EST2 e de outras proteinas globulares em relacdo ao seu baixo conteudo de

residuos basicos (5,8% para LipC contra 8,7% para EST2). A raz&o entre os

residuos acidos e basicos é de 2,9 para LipC, sendo muito maior do que em EST2
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(1,5) e outras proteinas globulares (1,1; Tabela 15). A raz&o entre residuos
carregados e hidrofobicos para LipC (0,5) e EST2 (0,4) é semelhante a encontrada
em proteinas globulares (0,5). Entretanto, a superficie hidrofébica acessivel de LipC
(31,7% da superficie acessivel da proteina) € menor do que em EST2 (38,6%). A
razao de residuos carregados por residuos hidrofébicos na superficie acessivel de
LipC (1,36) € maior do que a observada em EST2 (1,07).

Os resultados encontrados no presente trabalho referentes ao potencial
eletrostatico de proteinas halofilicas ja foram reportados por outros autores. Estas
proteinas sdo caracterizadas por um potencial eletrostatico na superficie
preponderantemente negativo devido a maior abundancia de residuos de
aminoacidos, como o aspartato e glutamato. Acredita-se que esta alta densidade de
cargas negativas sirva para estabilizar estas proteinas em ambientes dessecantes,
ou seja, com alta concentragdo de sal, como ocorre no citoplasma de arqueas
halofilicas (MADERN, EBEL, ZACCAI; 2000, DAWSON; HOUGH, 1997). Portanto, a
adaptacao halofilica ou halofilia € melhor explicada pelo modelo de estabilizacéo -
solvatacdo, onde residuos de aminoacidos com propriedades acidas ligam-se a ions
hidratados, para formar uma camada de solvatagdo, que prevé a ligagao excessiva
de agua ou sal na superficie da proteina. Este mecanismo manteria a proteina
soluvel e devidamente enovelada em altas concentragbées de sal (MADERN, EBEL,
ZACCAI; 2000, PRENKUMAR et al., 2005).

Fukuchi et al.(2003) determinaram que proteinas de arqueas halofilicas tém
em meédia uma maior porcentagem de residuos de aspartato e glutamato expostos
na superficie em comparagdo a proteinas oriundas de arqueas termofilicas. Em
proteinas termofilicas, sugere-se que boa parte destes residuos esteja interagindo
com residuos positivamente carregados formando pontes salinas. Como esperado, o
modelo tridimensional de LipC mostrou uma alta densidade de cargas negativas
expostas na superficie da proteina (28% da superficie acessivel contra 24% em
EST2) (Tabela 15). A alta densidade de cargas negativas na superficie de LipC
também explica o baixo valor de pl tedrico e migragao atipica da proteina ocorrida
no gel de eletroforese SDS-PAGE (Figura 23). E importante salientar que as
proteinas identificadas na procura pelo BLAST que tém maior identidade com LipC

sdo esterases ou lipases putativas de microrganismos marinhos. Estes
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microrganismos sdo adaptados a agua do mar, que possui, em média, uma
salinidade de 3,5% (m/v) e sédo classificados como halofilicos moderados (AZAM;
MALFATTI, 2007). A analise de sequéncia indicou que LipC tem uma proporcao de
residuos acidos (aspartato e glutamato) quase duas vezes maior que as
esterases/lipases putativas destas bactérias. Esse resultado confirma que a
proporgao de residuos acidos esta positivamente correlacionada com o grau de

halofilia da proteina.

Além da diferenga na composicao de residuos acidos, LipC e EST2 também
diferem quanto as suas densidades de residuos basicos nas suas superficies, sendo
a proporgao de residuos basicos menor em LipC (15%) do que em EST2 (17,3%).
Esta caracteristica resulta do fato que as duas proteinas tém potenciais
eletrostaticos na superficie consideravelmente diferentes, como mostrado na Figura
34. Este resultado sustenta fortemente a hipotese de que a razdo entre residuos
acidos e basicos é extremamente importante para a adaptagao halofilica. Por ultimo,
especula-se que a extensao C-terminal de LipC possa ter um importante papel na
halofilia, servindo como fator estabilizante ao alto teor de sal, como ja foi descrito na
literatura para outras proteinas halofilicas (PRENKUMAR et al., 2005).
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6 CONCLUSOES

Neste trabalho caracterizou-se pela primeira vez uma esterase de Haloarcula
marismortui ATCC 43049 e confirmou-se experimentalmente sua caracteristica
halofilica e através de modelagem molecular comparativa, com vistas a verificar a

possibilidade de utilizacdo desta enzima em sistemas de biocatalise.

As principais conclusdes que suportam esta afirmacio, obtidas através dos

dados experimentais, sio:

1) A ORF rrnAC0088 denominada como lipC pelo seqlenciamento gendmico de H.
marismortui, sendo uma lipase/esterase putativa € um gene que codifica uma
esterase nao-lipolitica com preferéncia para ésteres de cadeias curtas e nomeada

aqui de LipC referente a anotagdo do gene.

2) A atividade de LipC mostrou-se dependente de sal, sendo a atividade maxima

obtida a 3 mol.L™' de KCI e nenhuma atividade foi detectada na auséncia de sal.

3) A atividade pbéde ser recuperada parcialmente quando a enzima foi dialisada
contra tampao sem sal e KCI foi reintroduzido na solu¢do de enzima para 2 e 3

mol.L™ de concentragao final.

4) LipC mostrou ser uma enzima membro da familia HSL através do alinhamento de
sequéncias, modelagem estrutural e ensaios de inibicdo com o composto especifico
7600.

5) O modelo estrutural tridimensional gerado para LipC mostrou que esta enzima
provavelmente possui uma alta densidade de cargas negativas na sua superficie

devido a um enriquecimento em residuos de aspartato e glutamato.

6) No modelo estrutural de LipC observou-se uma extensdo no dominio C-terminal
que poderia ser uma estrutura desordenada. Esta extensao pode ter um papel

importante na solvatacéo e/ou interagcao de LipC com ions provenientes da solucéo.
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7) Os ensaios de estabilidade de LipC frente a solventes misciveis em agua mostrou
que LipC apresentou uma alta estabilidade frente a acetonitrila, mesmo em

concentragdes de 60% (v/v).
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7 TRABALHOS FUTUROS

A esterase de H. marismortui caracterizada neste trabalho abre uma
oportunidade para se aprofundar os estudos da relagao estabilidade e presenca de
solventes organicos. Além disso, futuramente uma caracterizacdo estrutural
completa através de métodos de cristalografia e difragdo de raios-X ou por RMN

sera indispensavel para caracterizar de fato a adaptacgao halofilica desta proteina.

Experimentos de relagdo estrutura — fungdo envolvendo os residuos do sitio
ativo, bem como residuos da fenda oxianion e da superficie da proteina deverao ser
executados para se aprofundar a caracterizagdo de LipC. Mutagenizando os
residuos de serina, aspartato e histidina envolvidos na catalise e coletando dados de
atividade enzimatica, os dados de modelagem molecular serdo reforgados,
confirmando a localizagdo da triade catalitica. Estudando os residuos da fenda
oxianion se podera determinar se as substituicdes observadas em relacdo a outros
membros da familia HSL influenciam na inibicdo pelo composto 7600 e finalmente, a
mutagénese de residuos da superficie da proteina podera localizar regides que sao

envolvidas na ligagéo de ions K.

Na regidao C-terminal de LipC foi verificada a presenga de uma extensdo com
alta propensao a assumir uma conformagao desordenada. Isto se deve ao alto grau
de residuos carregados negativamente encontrados nesta regido. De fato, esta
extensdao pode ter um papel importante para a adaptacdo de LipC a altas
concentragdes de sal. Portanto, planeja-se construir mutantes de LipC sem esta
extensdo e avaliar a atividade e estabilidade dos mutantes em alta concentracédo de

sal.

Conhecendo melhor as caracteristicas de LipC e conseguindo produzir
razoaveis quantidades da proteina, agora pode-se planejar experimentos de
biocatalise em solventes orgénicos para verificar a capacidade desta enzima em
catalisar reacdes de esterificacdo e de resolucdo de compostos racémicos, com

vistas a aplicar LipC em processos de biocatalise.
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