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RESUMO

As lipases, classificadas como carboxilester hidrolases (E.C. 3.1.1.3), sG0 enzimas
largamente aplicadas em biocatalise. Uma das lipases com maior aplicacdo é alipase
de Burkholderia cepacia. O objetivo deste trabalho foi o de desenvolver a
metodologia de evolugdo dirigida para melhorar a estabilidade da lipase de B.
cepacia em dimetil formamida 80 % (v/v) em &gua.O gene lip que codifica para a
lipase de B. cepacia foi modificado in vivo na estirpe mutagénica E. coli XL-1 Red.
Esta estirpe € um triplo mutante dos genes mutS, mutD e mutT, genes envolvidos na
replicagcéo do DNA e no reparo de erros de pareamento, e por este motivo tem a sua
taxa natural de mutagénese aumentada cerca de 5000 vezes. A cada 12 h foi
realizada uma subcultura com esta bactéria, totalizando 9 subculturas ou 108 h de
cultivo. Os plasmideos da ultima subcultura foram purificados e transformados em
E. coli XL-1 Blue (Stratagene, USA). Dos transformantes obtidos 384 foram
submetidos a um screening em DMF 80 %. Juntamente com a geracdo da biblioteca
de mutantes, foi desenvolvido um método de screening utilizando o substrato
fluorogénico MUF-butirato (butirato de metilumbeliferila). O ensaio baseou-se na
relacdo do aumento da fluorescéncia gerado pelareacéo, com aintensidade luminosa
detectada nas imagens. Os ensaios foram executados em placas de 96 pocos
irradiando-se as placas com luz UV, a 365 nm, anteriormente a captura das imagens.
Para capturar as imagens utilizou-se uma camera CCD (charge-coupled device) com
um tempo de exposicdo de 6,9 segundos. A quantificacdo de luminosidade foi
determinada utilizando o software LabWorksd®. As principais vantagens
apresentadas por este ensaio foram a rapidez e sua sensibilidade, em relacdo ao
método de hidrdlise do pNPP (palmitato de p-nitrofenila). Da triagem inicial de 386
transformantes, néo foi possivel selecionar mutantes com maior estabilidade ao
DMF com a populagéo de transformantes avaliada. A andlise de sequenciamento de
DNA do operon liphp mostrou que a lipase selvagem utilizada neste trabalho é 100
% similar a lipase previamente sequenciada (KORDEL et al, 1991). Somente paraa
proteina auxiliadora ou foldase é que foram encontradas alteragbes em duas
posicoes, argininal3 e glutamina301l. A mesma sequéncia, quando submetida ao
alinhamento frente seis outras proteinas foldases de espécies do género
Burkholderia, apresentou homol ogia quanto a estes dois aminoacidos, sugerindo que
a sequéncia deste trabalho difere da seqUéncia previamente depositada no
GENBANK (QUYEN; SCHMIDT-DANNERT; SCHMID, 1999).
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1 INTRODUCAO

Atualmente, ha um grande interesse na aplicacdo de enzimas em processos de
biocatdlise. Comprovadamente, as enzimas sdo capazes de catalisar reacles frente a
um grande numero de substratos diferentes, de forma seletiva, 0 que as torna uma
ferramenta usual para a obtencdo de compostos de interesse nas industrias alimenticias
e farmacéuticas (STRAATHOF; PANKE; SCHMID, 2002). A biocatdlise pode ser um
importante substituto de muitos processos puramente quimicos, e por isso € um ramo
do que se conhece como “quimica verde” (WARNER; CANNON; DYE, 2004). Esta
abordagem tem surgido como uma aternativa para processos poluentes, pois,
estabelece 0s seus processos considerando as propriedades biodegradaveis dos seus
componentes.

No entanto, as condi¢cbes de processos em biocatdise nem sempre se
assemelham as condigdes Otimas para as enzimas na natureza, sendo na maioria das
vezes mais agressivas, como por exemplo, a utilizacdo de temperaturas altas e de
solventes organicos como meios reacionais. Portanto, modificagdes estruturais que
possam melhorar o desempenho de biocatalisadores, nestas condigdes, podem abrir
oportunidades para 0 surgimento de NovVos processos.

Uma das mais célebres ferramentas para se modificar a estrutura priméria de
proteinas foi publicada por Smith e colaboradores, sendo nomeada de mutagénese
sitio-dirigida (SMITH, 1985). Por suas contribuicbes nesta area, Smith recebeu o
prémio Nobel de Quimica em 1993. Com esta técnica foi possivel inserir mutacbes
pontuais, utilizando oligonucleotideos desenhados para alterar o codon de escolha no
gene selvagem e consequientemente, alterar 0 aminoécido, levando, assim, a obtencéo
de um mutante. Com 0 sucesso desta técnica, pode-se estabelecer diversas relacdes
entre a seqiiéncia de aminoacidos e 0 seu papel especifico para a proteina nativa. Esta
nova linha de pesguisa na quimica de proteinas ficaria consolidada como engenharia
de proteinas.

Especificamente para enzimas, a mutagénese sitio dirigida mostrou-se uma

poderosa ferramenta, para se determinar os aminoacidos importantes para a catalise.



Além disso, muitos autores acreditavam que assim, seria possivel também se
determinar a contribuicdo de alguns aminoécidos para outras propriedades, tais como
termoestabilidade e estabilidade ao pH. No entanto, o entendimento de como uma
alteracdo de aminoacidos pode gerar, ou melhorar, certas propriedades ndo é

totalmente compreendido.

Como alternativa a0 método sitio-dirigido, uma outra abordagem foi
desenvolvida, o que iniciou uma nova linha no estudo de proteinas, conhecida como

evolucdo in vitro ou evolucdo dirigida.

1.1 EVOLUCAO DIRIGIDA

O laborioso método de gerar variantes melhoradas de enzimas através de
mutagénese sitio-dirigida trouxe a tona uma nova abordagem conhecida como
evolucédo dirigida. Na evolucéo dirigida, a primeira etapa consiste em mutagenenizar
aleatoriamente o gene da enzima de interesse, e em uma segunda etapa selecionar, a
partir de uma populagdo de mutantes, aqueles que melhor respondem a caracteristica
desgjada. Neste novo método, a preocupacdo principa ndo € determinar qual o sitio da
mutagdo, mas Sim como selecionar o mutante de interesse.

Os trabalhos de Arnold e seu grupo (CHEN; ARNOLD, 1993 e ARNOLD,
1996) sdo considerados os pioneiros nesta area. Nestes trabalhos, bibliotecas de
mutantes foram geradas por métodos de mutagénese aeatéria, e desta biblioteca
poucos individuos que, apresentavam atividades diferenciadas, foram selecionados
adotando-se uma condicdo especifica de selecdo. Por exemplo, pode-se pensar em alta
ou baixa temperatura, presenca de solventes organicos, alta presséo, alta salinidade,
valores extremos de pH e enantio e regiosseletividade. A selecdo é feita procurando-se
mutantes com as melhores propriedades, através de métodos de high-throughput
screening. Os mutantes selecionados no primeiro ciclo podem ser sujeitos a um novo
ciclo de mutagénese e selecdo, e assim sucessivamente até a selecdo do mutante mais

bem adaptado as condicdes pré-determinadas.



Este tipo de processo pode ser comparado com o processo de evolugéo e
selecdo natural descrito por Darwin, no entanto a taxa de mutagénese € muito mais
acelerada do que aguela que vem ocorrendo ao longo dos anos na natureza
(FRANCES H. ARNOLD RESEARCH GROUP, 2005).

A evolucéo dirigida tornou-se uma ferramenta usual na engenharia de proteinas,

tanto na pesguisa académica, como na pesquisa industrial por biocatalisadores com
propriedades melhoradas.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. A BIOCATALISE

Entende-se por biocatdlise todos os processos biotecnoldgicos que usam
catalisadores biol6gicos em etapas de conversdo quimica. Estes catalisadores séo em
geral enzimas ou células inteiras de microrganismos. Além disso, também foram
relatados na literatura reacOes catalisadas por anticorpos e um tipo especifico de RNA
conhecido como RNA cataliticos (WALSH, 2001).

Um grande impulso foi dado a biocatélise quando se descobriu a possibilidade
de utilizar enzimas para catalisar um grande nimero de reacGes em meios nao
convencionais, como solventes organicos (KLIBANOV, 2001). Isto foi possivel
através das observagoes, inicialmente feita pelo grupo de Alexander M. Klibanov, que
enzimas imobilizadas ou liofizadas catalisavam reagGes que ndo ocorreriam em meio
aquoso (ZAKS; KLIBANQV, 1984 e 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 reacOes laterais e, principalmente,
catélise efetiva em condigdes energéticas suaves (KRIEGER et al., 2004).

Atualmente, um grande volume de pesquisa em biocatalise vem sendo feito,
principamente na &rea académica. Uma busca em um dos sites mais utilizados para
localizacdo de referéncias bibliogréficas, o IS Web of Science, utilizando a palavra
biocatalysis, de 2000 até o inicio de 2005, retornou 835 artigos. Cruzando as palavras
biocatalysis e lipase no mesmo periodo retornaram 210 artigos, o que corresponde a
cercade 25 % dos trabalhos, mostrando aimportancia que estas enzimas representam.

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 néo-

aguosos e/ou requerimento de cofatores de custo elevado (SCHMID et a., 2001),



(SCHOEMAKER; MINK; WUBBOLTS, 2003) e (FARINAS; BULTER; ARNOLD,
2001).

Apesar das dificuldades em estabelecer novos processos, foi publicada
recentemente uma revisdo mostrando um aumento no nimero de processos industriais
gue usam biocatdlise, chegando a um total de 134 processos conhecidos (Figura 1)
(STRAATHOF; PANKE; SCHMID, 2002).

FIGURA 1 - NUMERO DE PROCESSOS BIOCATALITICOS INDUSTRIAIS
ESTABELECIDOS DESDE 1960
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Legenda: o total de processos em biocataise ao final de 2002 era de 134 processos
conhecidos (STRAATHOF, PANKE, SCHMID, 2002).

Muitos destes 134 processos envolvem resolugdes racémicas para a obtencéo
de intermediérios enantiopuros, que séo dificeis de serem obtidas apenas utilizando
catalisadores quimicos, como € usuamente feito na sintese organica. Um esguema,
mostrando as diversas etapas, para geracdo de um novo processo em biocatdlise, é
mostrado na Figura 2.

Primeiramente, para cada processo € preciso se conhecer em detalhes como a
conversdo entre reagentes e produtos ocorre, qual o tipo de reagdo e quais 0s
biocatalisadores que possivelmente possam ser aplicados. A préxima etapa consiste da

selecdo do biocatalisador. A selecdo pode ser feita de um grupo de biocatalisadores ja



disponiveis no comércio ou mediante isolamento de uma nova enzima (ou
microrganismo). Esta etapa € denominada bioprospeccdo e muitas vezes representa o
maior gasto no estabelecimento de um novo processo. Depois de isolado, o
biocatalisador passa por uma etapa de caracterizagéo, que envolvem as condigcoes de
processo a serem utilizadas. Aquele que melhor desempenhar nestas condicdes é eleito
a aplicagdo em larga escala. Algumas vezes, o nUmero de microrganismos estudados
na primeira triagem € incapaz de produzir o biocatalisador que se espera selecionar,
sendo assim sdo necessarios estudos de modificacbes moleculares (tal como a
evolucdo dirigida) para sua obtencdo. Com a obtencdo do biocatalisador, as demais
etapas visam otimizar a producdo viabilizando os custos. Portanto, etapas de
imobilizacdo do biocatalisador, bem como de sua recuperacdo, séo necessarias. Os
estudos referentes a processos de recuperagdo do produto final, e também de
recuperacdo do biocatalisador, s&0 chamados de downstream processing, e
representam grande importancia para o rendimento final do processo.

Como se pode observar, analisando o ciclo da biocatdlise, os processos de
biocatdlise podem ser perfeitamente viaveis, no entanto, o plangjamento para reducéo
de custos precisa ser priorizado. Isto porque os processos biocataliticos diferem dos
processos puramente quimicos, pelo envolvimento de fatores de controle
diferenciados, como a cinética do biocatalisador, a estabilidade no processo e a
fisiologia do microrganismo que esta sendo utilizado (SCHMID et a., 2001). Para que
um processo de biocatélise sgja financeiramente viavel é preciso analisar cada um dos
pontos apresentados neste ciclo.

Atualmente, alguns processos enziméticos estdo sendo aplicados em conjunto
com processos quimicos. Em alguns casos 0s processos enzimaticos podem substituir
totalmente os processos quimicos. As empresas farmacéuticas e de quimica fina que
vém aplicando processos enzimaticos concentram-se principamente na Europa e
Japdo. Como exemplo de empresas européias pode-se citar a Ciba, Lonza, Baxeden,
Avecia, Brudd Zink, BASF, Biochemie, Cereol, Chirotech, Degussa, DSM, Novartis,
Windel e Roche (SCHMID et d., 2002). Ogawa e Shimizu (2002) publicaram uma

revisdo das empresas que aplicam processos enzimaticos no Japdo e apontaram as



seguintes empresas. Ajinomoto, Kyowa Hakko Kogyo, Nissin Sugar, Mitsubishi
Chemical, Shin Mitsui Sugar, The Nissin Oil Mills, Toho Rayon, e Tosoh Corporation.

FIGURA 2 - CICLO DA BIOCATALISE
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Fonte: (SCHMID et a., 2001).
2.2. OBIOCATALISADOR — APLICA(;AO DE ENZIMAS

Existem duas maneiras de se desenvolver um novo processo em biocatdlise:
(1) avaliando as propriedades dos biocatalisadores disponiveis e desenvolvendo um
processo a partir destas propriedades; (2) desenvolvendo um processo a partir da
demanda por certos produtos e buscando um biocatalisador capaz de produzir os
compostos de interesse.



Para ambas as abordagens, porém, algumas caracteristicas intrinsecas ao
biocatalisador precisam ser avaliadas, como a termoestabilidade, os parémetros
cinéticos, a estabilidade a solventes organicos e a exigéncia de cofatores (SCHMID et
al., 2001). No caso de o biocatalisador requerer a presenca de um cofator, é mais
vidvel a utilizagdo de células inteiras, pois elas sdo capazes de regenerar o cofator
exigido.

Atualmente, a tecnologia desenvolvida no campo da biologia molecular
permite com gue propriedades especiais sgjam geradas em enzimas, ou que algumas
propriedades naturais das enzimas sgjam melhoradas (BORNSCHEUER; POHL,
2001). Isto pode representar um atalho para o desenvolvimento de novos processos,
pois, 0 tempo e o gasto financeiro exigido para a descoberta de uma nova enzima com

propriedades melhoradas, por bioprospeccdo microbiana, podem ser muito elevado.

2.3 LIPASESEM BIOCATALISE - APLICACOES

As lipases sdo classificadas como triacilglicerol carboxilesterases (EC 3.1.1.3)
(JAEGER; DIKSTRA; REETZ, 1999). Elas podem catalisar a hidrélise ou a sintese
de triacilglicerdis cujos &cidos graxos sggam de cadeia longa (JAEGER; DIJKSTRA,;
REETZ, 1999). N&o ha, ao certo, uma classificacdo que defina o nimero de carbonos
de uma cadeia longa, no entanto, alguns autores costumam definir como
triacilglicerdis de cadeia longa agueles constituidos por &cidos graxos com mais de 10
carbonos. Para lipases, o0 substrato padrdo € atrioleina (trioleilglicerol). A hidrélise ou
sintese de triacilglicerdis, constituidos por acidos graxos com menos do que 10
carbonos € catalisada com maior frequéncia por esterases. O substrato padréo para
esterases € a tributirina (tributirilglicerol), que, entretanto, podem também ser
hidrolisada por lipases (JAEGER; DIJKSTRA; REETZ, 1999).

As aplicacbes biotecnologicas envolvendo lipases tém  crescido
significativamente, principal mente na sintese de compostos quirais, conforme pode ser
observado na Tabela 1. (JAEGER; DIJKSTRA; REETZ, 1999); (JAEGER; REETZ,
1998); (JAEGER; EGGERT, 2002).



TABELA 1- APLICACAO DE LIPASES PARA OBTENCAO DE DIVERSOS PRODUTOS

Enzima Produto

Comentario

Referéncia

Lipase de Candida antarctica Flavonoide (naringina) acilado

Alcool S-(u)-ciano-3-fendxi

Lipase de Pseudomonas
benzoico

fluorescens

Lipase pancredtica de porco Florhydral®

Lipase de Candida antarctica Biolubrificante

Andogos da 1a,25-dihidréxi-

Lipase de Candida rugosa e vitamina D3

Chromobacterium viscosum

Acetatos de (+)-10-alquil-

Lipase de Candida antarctica fenotiazinil-3-cianometil.

Lipase de Pseudomonas

Poliéster e policarbonato
fluorescens

Produto mostrou
atividade antibiotica

Intermediario na sintese
deinseticida piretroide.

Fragrancia para perfumes

Produto obtido pela
esterificagdo de dleo fusel
e acido oléico

Precurssores quirais da
vitamina D

Intermedi&rio quiral para
a sintese de fenotiazinicos

Policondensacéo de
diferentes mondmeros
gerando novos polimeros

(MELLOU et a., 2005)

(ZHOU; XU, 2005)

(ABATE et d., 2004)

(DORMO et al., 2004)

(OVESet ., 2004)

(PAIZS et al., 2004)

(KIM; DORDICK, 2001)
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CONTINUAGCAO DA TABELA 1- APLICACAO DE LIPASES PARA OBTENGCAO DE DIVERSOS PRODUTOS

Enzima Produto Comentario Referéncia
Lipase de Rhizopus orizae UtilizacZo de cdlulas inteiras (MATSUMOTO et dl.,
expressa em Saccharomyces Biodiesel & liofilizadas 2001)

cerevisae

Intermediario enantiopuro da
sintese de epotilonas agente
antitumoral

Lipase de Pseudomonas sp. Agente antitumoral
(AK)
O (R)-(-)-curcufenol exibe
Intermediarios enantiopuros da  atividade antimicrobiana
sintese de compostos  contra Staphyl ococcus
antimicrobianos (S)- e (R)- aureus e Vibrio
elvirol e seus derivados (S)- anguillarum, enquanto o
(+)- e (R)-(-)- curcufenol (S)-(+)-enantiébmero inibe
aH"/K*-ATPase géstrica

Lipase de Candida rugosa

Intermediario enantiopuro da

Lipase de Serratia marcescens sintese do diltiazem

Intermediario da sintese
de vérios produtos
agroquimicos
Polimerizacédo do
derivado metacrilato
levou a obtencéo de um
fixador para perfumes

Lipase de Candida antarctica cis-4-hidréxi-D-prolina

(-)-mentol;

Lipase de Burkholderia cepacia (-)-mentil metacrilato

(ZHU; PANEK, 2001)

(ONO et al., 2001)

(SHIBATANI et a., 2000)

(SIGMUND et d., 2001)

(ATHAWALE;
MANJREKAR,;
ATHAWALE, 2001)
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A aplicacao de lipases € ampla e pode ser utilizada para obtencdo de diversos
produtos. Do ponto de vista econdémico, a producdo de compostos quirais tem se
mostrado a mais interessante. Além destes, outros produtos de ampla aplicacdo como
poliésteres e policarbonatos podem ser obtidos atraves de lipases. Uma linha crescente
na aplicacdo destas enzimas € 0 estudo das reagbes de transesterificacdo para a
obtencdo de biodiesel, um produto promissor que tem ganhado bastante atencéo nos
ultimos anos.

O sucesso na aplicacdo de lipases se d4, em grande parte, pela sua capacidade
em catalisar reagdes com uma grande variedade de substratos ndo-naturais, permitindo
0 Seu uso para a obtencdo de diversos tipos de compostos. Além disso, lipases podem
ser usadas em solventes organicos em que a maioria dos compostos organicos
(substratos e/ou produtos) é soluvel. Estas vantagens, associadas a disponibilidade no
mercado mundial e o prego razoavel para a compra, fazem das lipases biocatalisadores
em potencial para a preparacéo de compostos opticamente puros.

Até o momento, muito conhecimento tem sido gerado sobre a resolucéo 6tica
de dcoois, especiamente de dcoois secundarios, por meio de lipases. Porém, uma
outra classe importante de intermediarios, constituida pelos acidos quirais, ndo tem
sido bem estudada. A resolucdo racémica de alguns &cidos quirais (S-2-metil-cloro-
propionato) pode criar oportunidades para a aplicagdo da biocatdlise preparativa em
nivel industrial. Existem aguns exemplos da aplicacdo de lipases para a obtencdo de
alguns intermediarios na sintese de farmacos enantiopuros, como o diltiazem
(YAMADA et al., 1999), naproxen (TSAI; TSAI; CHANG, 2001) e ibuprofen (XIE;
LIU; CHEN, 1998).

Alguns dos processos gque aplicam lipases foram estabelecidos pela empresa
alemad BASF, que tem investido em muitos processos biotecnol dgicos para a producéo
de intermedidrios enantiomericamente puros e seus derivados (BASF
BIOTECHNOLOGY, 2004). Esta empresa estabeleceu um processo de resolucéo
racémica de dcoois por esterificagdo com lipases em meio organico. A producéo é da
escala de milhares de toneladas por ano e o processo é aplicado a uma grande
variedade de dcoois (SCHMID et al., 2001).
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Apesar das aplicacdes com lipases terem sucesso, principalmente devido as
propriedades de enzimas comerciais, normamente obtidas por manipulacéo genética,
ou daguelas encontradas na biodiversidade, ainda é possivel melhorar algumas
propriedades destas enzimas através de técnicas de evolucdo in vitro, juntamente com
métodos de screening das caracteristicas de interesse (BORNSCHEUER; POHL,
2001).

2.4 EVOLUCAO DIRIGIDA — A ENGENHARIA DO BIOCATALISADOR

Apesar das enzimas apresentarem diversas vantagens frente a um catalisador
tipicamente quimico, elas também podem apresentar certas limitagdes quando se pensa
na utilizacdo em grande escala (FARINAS; BULTER; ARNOLD, 2001). Algumas
condicbes de processo em larga escala como altas temperaturas e pressdes diminuem
drasticamente a eficiéncia catalitica das enzimas.

As modificagbes em nivel molecular de enzimas podem produzir um ganho
real no desempenho do biocatalisador, pela obtencdo de mutantes capazes de se
adaptarem a condic¢des adversas.

Existem basicamente duas abordagens diferentes para a modificagdo das
propriedades do biocatalisador: (1) a modelagem raciona de proteinas (MRP) e (2) a
evolucéo dirigida (ED) (BORNSCHEUER; POHL, 2001). Ambas as abordagens tem
por finalidade a obtencdo de biocatalisadores com propriedades melhoradas, tais como
um aumento na estabilidade térmica, na temperatura étima para atividade, e na
estabilidade frente a solventes organicos, entre outras. No esquema da Figura 3, &
apresentada uma comparacdo entre as duas abordagens mais aplicadas para
modificagdo molecular de enzimas (BORNSCHEUER; POHL, 2001). Na MRP, os
mutantes sdo primeiramente plangjados através de modelos computacionais e de
informacfes estruturais, disponiveis em bancos de dados como o PDB (Protein Data
Bank). Neste caso, as mutagdes sdo geralmente sitio-dirigidas, os vetores com genes
mutagenizados sdo transformados em E. coli e a proteina expressa para andlise das

possiveis modificagdes.
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FIGURA 3 - COMPARAGAO DE MODELAGEM RACIONAL DE PROTEINAS
(MRP) E EVOLUCAO DIRIGIDA (ED)
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Vetores contendo 0s biblioteca de
genes mutados mutantes
Mutant 1 Mutant2 >10000 clones
Transformag&o em E. e expresséo de
e o coli i e proteinas em
i i ;
= t__.} = tg ggﬁggéﬁég microplacas
expresséo de EETmETEEITes selecdo dos mutantes
proteinas; ggggﬁgiﬁg o termoestabilidade
purificagéo ‘ BERRIRASHIR o solventes organicos
Enzi o enantioseletividade
nzimas
B B T He
<+
Andlise
Caracterizagdo dos mutantes: Andlise dos
eCinética; produtos
eestabilidade; equirais e
eenantiosel etividade; eaquirais — e
esequenciamento dos genes. =
Recombinagdo in T
% % %“ vitro (DNA shuffling)
. ———=—
Mutantes ¥ Genas T
e e
Mutantes com propriedades
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Fonte: Adaptado de Bornscheuer e Pohl (2001).

Na ED, uma grande biblioteca de mutantes € gerada aleatoriamente, através de
técnicas de mutagénese randdémica, como PCR mutagénico ou mutagénese aleatériain
vivo (E. coli XL-1 RED). Esta hiblioteca € submetida a expressdo e anaisada por
sistemas de high-throughput screening (HTS), que em portugués podem ser
denominados de métodos de triagem de alto rendimento. Com estes sistemas de
triagem € possivel anadisar um grande nimero de mutantes em espacos curtos de

tempo. Os melhores mutantes selecionados podem ser submetidos a novos ciclos de



14

mutagénese randémica ou recombinados entre si, por uma técnica conhecida como
DNA shuffling (STEMMER, 1994). A recombinacdo por DNA shuffling faz uso da
geracdo in situ de oligonucleotideos a partir da hidrolise aeatéria dos genes
mutagenizados. Em uma segunda etapa, este conjunto de oligonucleotideos é utilizado
como primers para uma reagdo de PCR convencional. Conforme o padréo de
anelamento destes primers, podem ser obtidos variantes que possuem fragmentos
diferentes de cada gene mutagenizado. Em ambos 0s casos, as enzimas mutantes
precisam ser caracterizadas através do seqiienciamento de DNA dos genes obtidos.

Como as informacgdes estruturais nem sempre indicam satisfatoriamente quais
as posicoes e o tipo de modificagdo que deve ser feito para implementar algumas
propriedades, a evolucdo dirigida apresenta vantagens em relacdo a modelagem
racional, pois amplia a chance de localizacdo do mutante de interesse. No entanto,
como as possibilidades de mutagdes sdo muito amplas, o nimero de mutantes a ser
analisado, em uma biblioteca randémica, pode representar um obstacul o para a selecéo
dos melhore mutantes.

Muitos autores tém elaborado métodos de evolucdo dirigida concentrando os
esfor¢os na qualidade da biblioteca gerada e n&o apenas na quantidade. Sendo assim,
técnicas de mutagénese combinatdria sdo boas ferramentas para reducéo do tamanho
das bibliotecas a serem anadlisadas (LUTZ; PATRICK, 2004). Porém, o conhecimento
prévio das regides a serem mutagenizadas se faz necessario.

Com o avanco dos estudos em modelagem molecular, algumas caracteristicas
em comum vém sendo observadas e destacadas como possiveis sitios de mutagénese.
KAZLAUSKAS (2000) publicou uma revisdo mostrando, estruturalmente, qual seriaa
origem da enantiossel etividade de enzimas e sugerindo possiveis alteragdes a partir de
substratos modelos. Até o momento, poucos estudos foram feitos tentando relacionar a
estrutura e propriedades como enanti ossel etividade e resisténcia a solventes organicos,
porém, no futuro, o conhecimento de tais relagdes podera revolucionar a biotecnologia,
com ageracdo de novos biocatalisadores.

Apesar das dificuldades discutidas até entéo, a evolucdo dirigida tem mostrado
sucesso na geragao de diversas enzimas com propriedades melhoradas. Na Tabela 2

s80 mostrados alguns dos exempl os.
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EXEMPLOS DE BIOCATALISADORES MELHORADOS POR

Biocatalisador Alvo da Evolugéo

Referéncia

Enantiossel etividade
aumentada (E=1 para 26)

Lipase de Pseudomonas
aeruginosa

Especificidade de substratos
alterada, fosfolipidios contra
ésteres de cadeia curta (12
vezes mais especificidade)

Lipases de Saphylococcus
hyicuse S. aureus

Esterase de Pseudomonas

Seletividade aumentada
fluorescens

p-Nitrobenzil esterase de

: . Termoestabilidade aumentada
Bacillus subtilis

Atividade aumentada em
solventes organi cos
(dimetilformamida)

p-Nitrobenzil esterase

Atividade aumentada em
10°C

Protease de Bacillus
sphaericus

Nivel de expressdo aumentado

Subtilisina de Bacillus lentus em 50 %

(REETZ et al., 1997)

(van KAMPEN; EGMOND, 2000)

(BORNSCHEUER;
ALTENBUCHNER; MEYER,
1999)

(GIVER et al., 1998)

(MOORE; ARNOLD, 1996)

(WINTRODE; MIYAZAKI;
ARNOLD, 2000)

(NAKI et al., 1998)
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CONTINUA(;AO DA TABELA 2 - EXEMPLOS DE BIOCATALISADOR~ES
MELHORADOS POR EVOLUCAO
DIRIGIDA
Biocatalisador Alvo da Evolugéo Referéncia

B-lactamase

Galactosidase

Esterase de Pseudomonas
fluorescens

Hal oal cano dehalogenase
de Rhodococcus sp.

Epoxido hidrolase de
Agrobacterium radiobacter

Anticorpo catalitico com
atividade aldolésica

Lipase de Pseudomonas
fluorescens

Atividade aumentada frente
cefotaxima (23.000 vezes)

Mudanca de atividade para
fucosidase

Enantiossel etividade aumentada
frente ao substrato 3-bromo-2-
metil propionato

Ampliar atividade frente ao
1,2,3-tricloro propano

Aumentar enantiosel etividade
frente a varios epoxidos quirais

Aumentar a especificaidade para
substratos dicetdnicos

Aumentar a atividade frente a
6leo de olivaem sistemas
reacionais de duas fases
(aguosa:organica)

(STEMMER, 1994)

(ZHANG; DAWES;
STEMMER, 1997)

(PARK et al., 2005)

(JANSEEN, 2004)

(van LOO et dl., 2004)

(TANAKA et al., 2004)

(JUNG et al., 2003)

2.5 EVOLUGAO DIRIGIDA DE LIPASES

A maior parte dos trabal hos envolvendo evolucéo dirigida e lipases concentra-

se na area da enantiosseletividade. O grupo de Manfred T. Reetz (Milheim an der

Ruhr, Alemanha) conseguiu obter variantes da lipase de Pseudomonas aeruginosa

com grande aumento no coeficiente de enantiosseletividade (E) utilizando o 2-
metildecanoato de p-nitrofenila como substrato (REETZ, 2002). Os resultados desse

trabalho mostraram que a evolucgéo dirigida poderia ser aplicada com sucesso para o
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aumento da enantiosseletividade de lipases. Inicialmente, a lipase de P. aeruginosa

mostrava ndo ser seletiva para nenhum dos dois enantiémeros (Figura 4).

FIGURA 4 — ENSAIO APLICADO PARA DETERMINAR O AUMENTO DE
ENANTIOSELETIVIDADE DA LIPASE DE P. aeruginosa
FRENTE AO 2-METILDECANOATO DE p-NITROFENILA

@] e} o
R H.0 R R\)k
O NO; ——> OH * " “OH
CHs3 Lipase de P. CH :
aeruginosa 3 CHs
Rac-1 (R=n-C¢H
( 6H17) ()2 (R)-2

Fonte: REETZ, 2002.

As enzimas mutantes geradas através de PCR mutagénico foram ensaiadas
contra o éster de 2-metildecanoato. Este acido possui um centro quiral no carbono 2.
Cada mutante foi analisado frente ao isdmero R e S separadamente, e as taxas de
reacao foram utilizadas para calcular o E (coeficiente de enantioseletividade), neste
caso, a relagdo entre a velocidade do consumo do isdbmero S pela velocidade de
consumo do isdmero R. Neste exemplo, 0 E pode ser considerado aparente, pois trata-
se apenas de uma relagdo entre as velocidades das duas reaces. Costuma-se utilizar
um outro coeficiente denominado excesso enantiomerico (e.e.), que € uma relagdo
calculada a partir de resultados da quantificacéo de cada isdbmero. Para a quantificacéo
s80 mais utilizadas técnicas cromatogréficas tal como CLAE (cromatografia liquida de

ataeficiéncia) e CG (cromatografia de fase gasosa).

Inicialmente, a lipase de P. aeruginosa néo apresentava seletividade, jaque o E
determinado era igual a 1,1. Ap6s uma série de mutacdes e etapas de selecdo, 0s
autores conseguiram chegar a um mutante com o E aumentado em cerca de 25 vezes
para o isdbmero S.

JUNG et a. (2003) conseguiram obter, através de evolucdo dirigida trés
mutantes da lipase de P. fluorescens com atividades cerca de 20 vezes maiores do que

a da lipase selvagem. Surpreendentemente, ndo foram encontradas mutagdes proximas
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a0 sitio ativo, nem mesmo nos aminoacidos envolvidos com a catdlise. Os autores
buscam agora uma forma de obter a estrutura tridimensional destas enzimas para
poderem interpretar, em base molecular, estes resultados.

KOGA et a. (2003) modificaram a lipase de Burkholderia cepacia através de
mutagénese combinatoria. Os residuos de leucinal?7, fenilalaninall9, leucinal67 e
leucina266 foram eleitos para modificacéo. Estes residuos estéo |localizados no “bolso”
hidrofdbico da enzima e em contato com a por¢éo acila do substrato. Todos 0s quatro
residuos foram substituidos por outros residuos hidrofdbicos, sendo €eles. glicina,
alanina, valina, leucina, isoleucina, metionina e fenilalanina. A selecdo dos mutantes
frente a hidrélise dos isdbmeros R e S do éster 3-fenil butirato de p-nitrofenilalevou ao
isolamento de 32 variantes com maior atividade frente ap isbmero R, enquanto alipase
selvagem mostrava baixa atividade frente a este isdmero e alta atividade frente ao
isdmero S. Portanto, com esta estratégia de mutagénese KOGA et al. (2003)
conseguiram inverter a enantiosel etividade da lipase de B. cepacia.

ACHARYA et al. (2004) aplicaram mutagénese aleatéria por PCR e métodos
de screening para selecéo de variantes termoestaveis da lipase de Bacillus subtilis,
uma das menores lipases conhecidas com apenas 19,3 kDa. Um dos mutantes obtidos
teve sua estabilidade a 55 °C aumentada em 300 vezes, quando comparada com a
estabilidade da lipase selvagem. O trabalho de ACHARYA et al. (2004) trouxe um
avanco para a literatura, pois os melhores mutantes obtidos foram purificados e
analisados por cristalografia de raios-X, o que permitiu uma interpretacdo mais
apurada dos resultados. Com esta andlise, 0s autores conseguiram determinar que a
substituicdo de um residuo de asparagina (posicdo 166) por uma tirosina gerou uma
interacdo de empilhamento hidrofébico com outra tirosina (posicdo 25). Esta interacéo
ocorre devido ao contato paralelo de orbitais n. Como estas duas tirosinas estéo
localizadas em hélices vizinhas, sugere-se que esta interacdo Sirva para aumentar o
empacotamento destas estruturas, levando a uma maior estabilizacdo da enzima. No
entanto, outras caracteristicas importantes do ponto de vista industrial ndo tém sido
extensivamente estudadas para lipases. Uma delas € a tolerancia a solventes organicos.
Todas as reacdes que aplicam lipases em solventes organicos, durante varias horas,

necessitam de enzimas na forma imobilizada ou liofilizada, pois, na forma livre, a
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enzima perde rapidamente a sua atividade. A presenca de &gua no sistema torna a
estrutura da enzima mais flexivel, podendo ser facilmente desdobrada pela interacéo
com solventes. Ao contrério, a enzima liofilizada ou imobilizada € rigida, e portanto,
sofre menos a acdo dos solventes. Além disso, 0 suporte de imobilizacdo ou as
camadas mais externas do po liofilizado podem servir como barreira para a
desnaturacéo por solventes. A obtencéo de variantes de lipases que permanecam ativas
por mais tempo em solventes organicos pode favorecer ainda mais a utilizacdo destas
enzimas, jA que o0 custo dos processos de imobilizacdo e liofilizagdo acaba
encarecendo o produto final. Portanto, h4 um grande interesse em se estabel ecer novos
conhecimentos relacionando a estrutura de enzimas com a adaptacdo a condicdes
adversas de reacéo (YANO; POULOS, 2003).

Alguns exemplos de estabilizac&o de enzimas a solventes organicos ja foram
demonstrados através da evolucdo dirigida. CHEN e ARNOLD (1993) obtiveram um
mutante da protease subtilisina E cerca de 256 vezes mais ativo do que a subtilisina E
selvagem em misturas aquosas contendo 60 % de DMF. MOORE e ARNOLD (1996)
obtiveram uma variante de p-nitrobenzil esterase com um aumento de atividade 16
vezes superior ao da esterase selvagem em DMF 30 % em &gua.

SONG e RHEE (2001) aplicaram mutagénese aeatéria para aumentar a
estabilidade da fosfolipase A, de Serratia sp. em DM SO 30 % em agua. O mutante
selecionado teve 0 seu tempo de meia-vida aumentado cerca de 4 vezes na presenca de
DMSO.

Apesar dos exemplos de modificacdo molecular para aumentar a estabilidade
de enzimas em solventes organicos, ainda ndo ha trabalhos empregando esta estratégia

alipase de Burkholderia cepacia.

2.6 ESTRUTURA DA LIPASE DE Burkholderia cepacia

Algumas estirpes do género Pseudomonas foram reclassificadas no género
Burkholderia (YABUUCHI et al., 1992). Portanto, alguns trabalhos mais antigos
envolvendo esta bactéria foram publicados com o nome cientifico Pseudomonas
cepacia.
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O gene que codifica para a lipase de B. cepacia foi clonada primeiramente por
JORGENSEN et a. (1991) sendo denominado como lipA. O tamanho do gene foi
determinado em 1095 pares de base e a proteina expressa conteria 364 aminoécidos,
conforme deduzido a partir da sequiéncia de DNA. Entretanto, KORDEL et al. (1991)
publicou a sequiéncia de aminoécidos da lipase expressa pela estirpe de B. cepacia
ATCC 21808, compreendendo 320 aminoacidos. Portanto, é provavel que a lipase
madura perca uma parte da sua por¢do N-terminal, que € inicialmente expressa.

Através da similaridade das sequéncias de aminoécidos, ARPIGNY e
JAEGER (1999) publicaram uma classificacdo das diversas lipases bacterianas que ja
haviam sido sequienciadas. A maioria das lipases produzidas pelo género Pseudomonas
foi classificada da familial, que por sua vez foi divididaem 6 subfamilias. Apesar da
reclassificacédo de algumas espécies do género Pseudomonas em Burkholderia, as
lipases produzidas por bactérias dos géneros Pseudomonas e Burkholderia continuam
sendo classificadas na familial. A lipase de B. cepacia faz parte da familia 1.2, como
mostrado na Tabela 3. As similaridades foram calculadas assumindo o primeiro
membro de cada familia como 100 %. No caso da familial, alipase de referéncia é a
produzida por P. aeruginosa, e dentro da subfamilia 2, a lipase de B. glumae foi
selecionada como referéncia. Com isto, a lipase de B. cepacia é apenas 33 % similar

com ade P. aeruginosa, porém, 78 % similar com ade B. glumae.
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TABELA 3 - COMPARAQAO DA SIMILARIDADE DA SEQUENCIA DE
AMINOACIDOS DAS LIPASES DA FAMILIA 1.2

. . . Similaridade (%)
Microrganismo produtor da lipase

Familia® Subfamilia®
1
Burkholderia glumae = 00
Chromobacterium. violaceum 33 100
Burkholderia. cepacia 33 78
Pseudomonas. luteola 33 77

a— homologia com alipase de P. aeruginosa; b — homologia com alipase de B. glumae.
Fonte: ARPIGNY e JAEGER (1999).

Todas as lipases da familia .2 sdo classificadas como lipases verdadeiras, ou
sgja, aguelas que mostram atividade méxima frente a triacilglicerdis, insollveis em
agua (ARPIGNY ; JAEGER, 1999).

A lipase de B. cepacia ja foi cristalizada na sua conformagdo aberta
(SCHRAG et d., 1997), (KIM et a., 1997). A estrutura determinada por SCHRAG et
a. (1997), foi depositada no PDB (Protein Data Bank —
codigo de identificacdo 3LIP. Com os resultados da cristalografia, os autores

‘www.resb.org/pdb/j com o
observaram que o sitio ativo desta enzima fica exposto ao solvente do meio reacional.
Resultados da superposicéo da estrutura da lipase de B. cepacia com outras lipases
como as de B. glumae e C. violaceum indicam que a alternancia da conformacéo
fechada para a aberta envolve trés voltas estruturais. O movimento maior envolve o0
estiramento de cerca de 40 residuos, levando ao movimento de uma hélice para forcar
0 acesso do sitio ativo. Além disso, € formada ao redor do sitio ativo uma fenda
hidrof 6bica que corresponde ao sitio de ligacdo da parte lipidica dos substratos.

A estrutura das lipases microbianas, até mesmo as lipases de mamiferos, tem
um dobramento caracteristico conhecido como de o/ hidrolase. De fato, este motivo
estrutural € comum a uma grande variedade de outras hidrolases (OLLIS et al., 1992).
Estas enzimas sdo serina hidrolases com a triade catalitica ssimilar a das proteases
serinicas. Especificamente, para a lipase de B. cepacia, a triade € composta pelos
residuos de Ser87, His286 e Asp264 (SCHRAG et a., 1997); (KIM et al., 1997), como
mostrado na Figura 5. Foi observado que, na parte central da estrutura, ha uma série de


http://www.rcsb.org/pdb/
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folhas B (entre as folhas 3 e 38) que estéo de acordo com o motivo estrutural de o/

dobramento (OLLIS et al., 1992). NaFigura 5, pode-se observar que asfolhas 3 foram

numeradas de acordo com a numeragdo consensual para o dobramento o/f3; deste

modo, afolha 33 é contada como sendo a primeira.

FIGURA 5—- MODELO TRIDIMENSIONAL DA LIPASE DE Burkholderia cepacia

His286

Sard?

Asp26d

Legenda: Na parte superior da
figura é mostrada uma
representagdo na forma de fitas,
sendo as fitas B representadas
por flechas verdes e oa-hélices
como espirais azuis. A esfera
amarela representa o fon Ca?* no
seu sitio de coordenagdo. As
cadeias laterais, dos residuos, do
sitio ativo sdo representadas em
vermelho. Na parte inferior é
mostrado um diagrama
esguematico da estrutura, com
hélices representadas por
retngulos e as fitas B como
flechas. Os residuos do sitio
ativo estdo destacados nas suas
respectivas posicbes.  Fonte:
(SCHRAG et al., 1997).
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Outra caracteristica marcante da sua estrutura € a presenca de uma série de
residuos hidrofébicos formando o tinel que cerca o sitio ativo. Na Figura 6, é
mostrada uma representagdo da superficie molecular da proteina, destacando a

presenca dos residuos do sitio ativo.

FIGURA 6 — REPRESENTACAO DA SUPER:FI'CIE MOLECULAR DA LIPASE DE
Burkholderia cepacia NA REGIAO DO SITIO ATIVO

Legenda: (a) As cores foram utilizadas de acordo com a natureza dos atomos. oxigénios carregados
(vermelho), oxigénios polares e oxigénios carbonilicos (rosa), nitrogénios (azul) e carbonos (branco).
Na parte (a) sitio ativo visto de cima, (b) sitio ativo visto de lado, (c) na caixa amarela destague para a
a-hélice 5, que de fato é a tampa que cobre o sitio e (d) sitio visto de lado com destaque aos residuos
de Ser87 e His286.

Na Figura 6, também pode ser vista a tampa (ou lid) catalitica, que é um
dominio responsavel pela ativag@o interfacial das lipases (VERGER, 1997). Este
fendmeno ocorre gragas a uma mudanga conformacional, quando a lipase entra em
contato com uma interface agua:lipidio. A lid interage preferencialmente com a parte

lipidica da mistura, expondo o sitio ativo para 0 acesso do substrato.
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Além dos residuos do sitio ativo, outra regido importante € o sitio de ligacéo
de Ca®*, que esta coordenado por seis &omos de oxigénio, sendo quatro &omos da
proteina e 2 de moléculas de agua. Acredita-se que este sgja um importante sitio para
forcar a permanéncia de agumas ligagdes peptidicas na conformacdo cis, 0 que
beneficiaria a proteina na manutencéo de algumas ligagOes de hidrogénio (SCHRAG
et al., 1997).

2.7 O SISTEMA DE MUTAGENESE

Neste trabalho, foi utilizada uma estirpe de Escherichia coli “mutagénica’
comercializada com a marca XL-1 Red, pela Stratagene (La Jolla, Califérnia, EUA).
Esta estirpe é um triplo mutante dos genes mutS, mutD e mutT, trés genes do sistema
primério de reparo de DNA.

O gene mutS expressa a proteina MutS, gue € responsavel por reparos em erros
de pareamento iniciais durante areplicacdo. A MutS € uma ATPase que reconhece e se
liga especificamente a regides de despareamento. Apds se ligar a estas regides, esta
proteina se associa a proteina MutL para ativar a proteina MutH, que € uma
endonuclease responsavel pelaincisdo do trecho defeituoso (JUNOP et al., 2003).

O gene mutD expressa a subunidade € da DNA polimerase |11 responséavel pela
atividade exonucleasica 3’-5’ desta enzima (SCHEUERMANN et al., 1983).

O gene mutT expressa uma pirofosfo hidrolase capaz de hidrolisar
preferencialmente o 8-oxo-dGTP, um nucleotideo mutagénico que pode parear com
adenina levando a erros nareplicacdo (MASSIAH et al., 2004).

As mutagdes geradas nestes trés genes sdo capazes de aumentar a taxa de
mutagénese 5000 vezes quando comparada com uma estirpe de E. coli tipo selvagem.
A principal vantagem em se utilizar este sistema de mutagénese seria pela
simplicidade em se obter as mutacBes se comparada a utilizacdo de técnicas mais
laboriosas como a PCR. Neste caso, apenas transformando a estirpe com um
plasmideo que contenha o gene de interesse e cultivando-a por varias geracOes seria

possivel comecar a selecionar 0s possiveis mutantes.
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Vae ressaltar, entretanto, que este sistema também apresenta agumas
desvantagens. As mutacdes ndo sdo limitadas somente ap gene de interesse, portanto,
uma série de outros genes e regibes importantes do plasmideo, como marca de
resisténcia a antibidticos e origem de replicacdo, também podem ser mutadas e
interferir na selecéo dos mutantes. Além disso, as mutacdes também podem ocorrer no
cromossomo da bactéria levando a mutagOes deletérias para a sua sobrevivéncia. Em
um caso mais extremo, até mesmo pode se imaginar a reversdo da caracteristica
mutagénica, por mutacOes nos genes previamente mutagenizados para gerar a estirpe
XL-1 Red. Estas mutagtes fariam com que a estripe voltasse a funcionar normal mente,
revertendo compl etamente a caracteristica mutagénica. Estes fatores fazem com que os
fabricantes desta estirpe bacteriana ndo aconselhem o0 seu crescimento por vérias
geracOes sucessivas, 0 que aumentaria significativamente a chance de tais mutacfes
ocorrerem. Porém, alguns trabalhos encontrados na literatura tém relatado sucesso na
utilizacdo desta estirpe. A maioria destes trabalhos foi publicada por grupos que
tradicionalmente pesquisam a aplicagcdo de enzimas em biocatdlise e, portanto, néo
estdo habituados a utilizacdo de técnicas de biologia molecular mais elaboradas.

ALEXEEVA et a. (2002) conseguiram ampliar 0 reconhecimento de
substratos pela monoamino oxidase de Aspergillus niger, aém de aumentar sua
enantioseletividade frente a (S)-o-metil benzilamina. Foi utilizada mutagénese
randdmica, inseridas pela estirpe E. coli XL-1 Red, associada com um método de
andlise de ato rendimento em meio sélido. HORSMAN et al. (2003) também
utilizaram a estirpe de E. coli XL-1 Red para aumentar a enantioseletividade da
esterase de Pseudomonas fluorescens frente aos substratos 3-bromo-2-metil
propanoato de metila e 3-fenil butirato de etila. Os autores identificaram que as
mutacOes ocorreram longe do sitio ativo, sugerindo que melhores variantes poderiam

ter sido obtidas focalizando as mutacfes na regido proxima do sitio ativo.
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3. OBJETIVO

A engenharia de proteinas € uma ferramenta atual e bastante utilizada em
biocatdlise. Com a sua utilizacdo, a geracdo de biocatalisadores melhorados tem sido
possivel (KRISHNA, 2002). A utilizacéo de técnicas de engenharia de proteinas para
obtencdo de biocatalisadores com propriedades melhoradas € judtificada,
especiamente quando a busca por novos biocatalisadores na natureza se torna
exaustiva e de alto custo (STRAATHOF; PANKE; SCHMID, 2002).

Portanto, o objetivo deste trabalho foi 0 de utilizar a técnica de mutagénese
aleatdria para obtencdo de variantes da lipase de Burkholderia cepacia e também
desenvolver técnicas de triagem para estes variantes. A estabilidade ao solvente
dimetil formamida (DMF) foi testada como condicéo para a selecdo dos possiveis
mutantes.

3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Adaptar atécnica de evolugdo dirigida para as condi¢des do laboratério

e Obter uma colegdo de mutantes para alipase de B. cepacia

e Desenvolver técnicas de triagem dos mutantes obtidos

e Selecionar mutantes por triagem da atividade enzimética

e Testar os mutantes frente a tolerdnciaao DMF 80 % (v/v) em &gua

o Caracterizar as mutacoes através do seqlenciamento de DNA do gene

mutagenizado.



4, MATERIAL E METODOS

41 MICRORGANISMOS, MEIOS DE CULTIVO, ANTIBIOTICOS E

CONDICOES DE CULTIVO

4.1.1 Estirpes Bacterianas

As estripes de Escherichia coli utilizadas no trabalho est&o dispostas na Tabela

TABELA 4 - ESTIRPES DE E. coli UTILIZADAS

Estirpe

Genotipo

For necedor

Topl0

F mcrA A(mrr-hsdRMS-
mcrBC) $80lacZAM 15
AlacX74 deoR recAl
araD139 A(ara,leu)7697
galU galK rpsL (Strf)
endA1 nupG.

(Invitrogen Co., San
Diego, CA)

DH10B

F mcrA A (mrr-hsdRM S
mcrBC) $80lacZAM 15
AlacX74 deoR recAl
endAl araAl39 A(ara,
leu) 7697 galU galK A-
rpsL (Str") nupG

(Invitrogen Co., San
Diego, CA)

BL21(DE3)pLysS

F ompT hsdSB(rB- mB")
ga dem (DE3) pLysS
(Cm")

(Novagen, EUA)

XL-1Blue

supE44 hsdR17 recAl
endAl gyrA46 thi relAl
lacFV  [proAB+, laclq
lacZDM15 Tn10 (Tet?)]

(Stratagene, La Jolla,
CA)

XL-1 Red

endAl gyrA9%  thi-1
hsdR17 supE44 relAl lac
mutDS mutS mutT Tnl0,
Tet®

(Stratagene, La Jolla,
CA)




4.1.2 Meiosde Cultivo

Os meios de cultivo utilizados estdo dispostos na Tabela 5.

TABELA 5- MEIOSDE CULTIVO UTILIZADOS?

Meio Composicao

LB Extrato de levedura5 g.L ™, NaCl 10 g.L™, triptona 10 g.L ™.

LA Extrato de levedura’5 g.L™, NaCl 10 g.L ™, triptona10 g.L " eagar 15g.L™.
SOB Triptona 20 g.L ™, extrato de levedura5g.L ™, NaCl 0,5g.L™
SOC

Triptona 20 g.L ™, extrato de levedura5 g.L™, NaCl 0,5 g.L " eglucose 3,6 g.L ™.

a— Composi¢des conforme SAMBROOK, FRITSCH e MANIATIS (1989)

4.1.3 Antibi6ticos

Os antibi6ticos e as concentragdes utilizadas estdo dispostos na Tabela 6.

TABELA 6 - ANTIBIOTICOS E CONCENTRACOES DE USO
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Antibidtico Concentragdo no Estoque Concentragdo no Meio
(mg.mL ™) (ug.mL ™)
Ampicilina® 250 250
Canamicinad® 100 50
Estreptomicina® 80 80
Tetracicling’ 10 10

a — ambos antibi6ticos foram preparados como solugdes aquosas e filtrados por membranas de 0,45

pm; b — preparado em solucdo etandlica e filtrado por membrana de 0,45 pm.

4.1.4 Condigdes de Cultivo

4.1.4.1 Cultivosem frascos devidro

Todos os cultivos foram iniciados a partir de inoculacdo na proporcéo de 1:50

(in6culo : meio), com um pré-indculo crescido durante aproximadamente 16 horas em

3 mL de meio liquido Luria-Bertani (LB). As estripes foram cultivadas em 10 mL de

meio LB, em frascos de vidro de 50 mL, contendo o antibi6tico apropriado, a 30 ou 37

°C com agitacdo de 160 rpm, até atingirem a D.O.gy desegjada.
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4.1.4.2 Cultivo em placas do tipo Deep Well

As placas deep well (RILTER - Riplate®) sio fabricadas com polipropileno,
possuindo 96 pogos com capacidade para 2,2 mL. Anteriormente ao uso, as placas
foram esterilizadas por autoclavacéo. Em cada poco foi dispensado 1,25 mL de meio
LB contendo o antibiético apropriado e o meio foi inoculado com colénias isoladas,
crescidas em meio LA, ou com pré-indculos, em meios liquidos, na propor¢do 1:50
(in6éculo : meio). As placas foram fechadas com adesivos plésticos e, ao inicio do
cultivo, estes foram furados com agulha estéril permitindo a aeracéo de cada poco. O
cultivo foi desenvolvido por aproximadamente 16 horas a 30 ou 37 °C, com agitacdo
de 160 rpm.

4.1.4.3 Cultivo em placastipo ELISA

As placas tipo ELISA (Greiner Bio-One®) foram preenchidas com 0,2 mL de
LB mais o antibidtico apropriado, por poco. Os pogos foram inoculados com col6nias
isoladas, crescidas em uma placa de Petri com meio LA, ou com pré-inoculos na
proporgao 1:50 (indeculo : meio). As placas foram inoculadas e fechadas como exposto

na Ultima sec¢do, sendo que o cultivo foi desenvolvido da mesma maneira.

4.2 MANIPULACAO DE DNA

4.2.1 Plasmideos

A lipase de B. cepacia (LipA) precisa ser expressa juntamente com uma
proteina foldase para efetivo dobramento da enzima. Como mostrado na Figura 7, o
plasmideo pT-ompA-LipHp apresenta os genes lipA e hp que codificam paraalipase e
a foldase respectivamente, sob controle do promotor do fago A. A presenca da

seqiéncia sinal ompA permitiu aumentar a excrecdo da proteina expressa. Este



30

plasmideo permitiu a expresséo de boa parte dalipase naforma ativa, e foi gentilmente
cedido pelo prof. Rolf D. Schmid da Universidade de Stuttgart — Alemanha. No
entanto resultados previamente obtidos com este sitema de expresséo em E. coli
mostraram que cerca de 60 % da lipase € expressa como corpos de inclusdo (QUY EN;
SCHMIDT-DANNERT; SCHMID, 1999).

FIGURA 7 — REPRESENTACAO DO PLASMIDEO pT-ompA-LipHp

f1 ORI

AmpR

T-ompA-LipH
P P Prp cl st58

7052 pp

AP,

2067 bp

Legenda: plasmideo pT-ompA-LipHp (7052 bp), operon liphp constituido pelo gene dalipase (970 bp)
e pelo gene de uma proteina foldase (1032 bp). f1 ORI, origem de replicacdo; clst58, co-repressor;
APrL, promotor do fago lambda induzido por choque térmico; fd, terminador de transcricéo; N e E,
sitios para as enzimas de restricdo Ndel e EcoRlI, respectivamente; AmpR, gene da B-lactamase.

Na Figura 8, € mostrado o plasmideo pMMS-1 obtido por subclonagem do
operon liphp no vetor pET29a(+). Neste plasmideo a expressado dos genes lipA e hp é

dependente da RNA polimerase do fago T7.
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FIGURA 8 - REPRESENTACAO DO PLASMIDEO pMMS-1

ori

KmR

lacl
f1 ORI

Promotor T7

OmpA lip hp

2067 bo

Legenda: plasmideo pMMS-1 (7335 bp), subclonagem do operon liphp constituido pelo gene da lipase
(970 bp) e pelo gene de uma proteina foldase (1032 bp). ori, origem de replicacdo; lacl — seqiiéncia
codificadora do gene lacl; N e E, sitios para as enzimas de restricdo Ndel e EcoRl, respectivamente;
KmR, gene de resisténcia a canamicina.

4.2.2 Transformagdo Bacteriana

4.2.2.1 Preparacao de células eletrocompetentes

Colobnias isoladas de E. coli foram inoculadas em 3 mL de meio LB. O in6culo
foi incubado a 37 °C sob agitagdo de 160 rpm por 12 horas. Inoculou-se 100 mL de
meio SOB em Erlenmeyer de 500 mL. A cultura foi incubada nas mesmas condigoes
gue o indculo até D.O.gy de 0,8. Quando a cultura atingiu esta D.O., foi colocada no
gelo, durante 30 minutos. O meio foi transferido para os tubos de centrifuga gelados e
centrifugados a 3.500 g durante 5 minutos, o0 sobrenadante foi descartado e o

precipitado lavado com o mesmo volume de &gua MilliQ® gelada. Este procedimento
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foi repetido mais uma vez com meio volume de dgua. Apés a Ultima centrifugacéo, 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.

4.2.2.2 Eletroporagao

Aliquotas de 30 uL de células eetrocompetentes foram descongeladas, em
banho de gelo, anteriormente a eletroporacdo. Na camara de eletroporagdo foram
pipetadas as misturas de 30 pL de células mais 1 pL da amostra contendo o DNA. As
células foram submetidas a chogque de 1.800 volts (25 puF e 200 Q), e depois
transferidas para 1 mL de meio SOC e incubadas a 37 °C durante 1 h para
recuperacdo. Apos este periodo, 100 uL da mistura foi plagueado em meio LA
contendo o antibiético apropriado. Ap6s 16 horas de crescimento, a 30 °C, foi
observada a formacéo de colbnias. No caso da estirpe de E. coli XL-1 Red, cercade 24

h de crescimento foram necessérias para se obter coldnias de tamanho razoavel.
4.2.2.3 Determinacdo da Eficiéncia de Transformac&o das Células de E. coli

Umaaliquota de 30 uL de E. coli XL-1 Blue foi eletroporada como descrito no
item acima com 1 uL do plasmideo pGEM®-T (Promega, Madison, WI, EUA) na
concentracdo de 10 pg.uL™. As células foram recuperadas em meio SOC e 100 pL do
meio foram plaqueados em LA mais ampicilina. O nimero de colbnias foi contado
apos 16 horas de crescimento a 37 °C. A equagdo abaixo foi utilizada para calcular a

eficiéncia da transformacéo:

Numero de transformantes/ ng de DNA plasmidial = (nUmero de col6nias/ 10 pg de
DNA transformado) x (10° pg/ ng) x (1000 pL de reacdo de transformac&o/ 100 pL
plagueados)
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4.2.3 Purificacdo de Plasmideos por Lise Alcalina

A purificagdo de plasmideos foi feita seguindo o protocolo de lise acalina
(SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 1989). De uma cultura saturada coletou-se
1,5 mL e centrifugou-se por 1 min a 10.000 g. O precipitado foi ressuspendido em 150
uL de solucgo GET (glucose 50 mmol.L ™, EDTA 10 mmol.L™ e TrissHCI 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 observacdo do aumento de sua
viscosidade. Incubou-se a mistura a temperatura ambiente durante 5 minutos para
ocorrer lise completa. Apos alise, adicionou-se 150 uL de Kacf (acetato de potéssio 3
mol.L™ e &cido férmico 1,8 mol.L™) e o tudo foi homogeneizado por inversio. A
mistura foi incubada por 5 min em gelo e centrifugada por 5 min a 10.000 g. O
sobrenadante foi coletado e, a ele 100 uL de fenol-cloroférmio-acool isoamilico
(25:24:1)(v/vIv) foram adicionados. A solugdo foi misturada em Vortex e centrifugada
por 5 minutos a 10.000 g. A fase aquosa coletada foram adicionados 0,6 volumes de
isopropanol e a solucdo foi incubada a temperatura ambiente por 25 minutos para
precipitacdo do DNA. Centrifugou-se por 15 min a 10.000 g e descartou-se 0
sobrenadante. O precipitado foi lavado com 1 mL de etanol 80 % (p/v) e centrifugado
por 5 min a 10.000 g. Descartou-se o sobrenadante e o precipitado foi secado a véacuo.

Ap6s secagem, o precipitado foi solubilizado em 20 uL de dgua MilliQ®.
4.2.4 Eletroforese de DNA em Gel de Agar ou Agarose

A eletroforese de DNA foi realizada de acordo com a técnica descrita em
SAMBROOK et a. (1989). O gel foi preparado fundindo-se agar 1,0 % (p/v) em
tamp&o TBE (Tris 89 mmol.L™, &cido bérico 89 mmol.L™* e EDTA 2 mmol.L™?; pH 8).
Para a corrida utilizou-se 0 mesmo tamp&o. Foram adicionados 5 pL de amostras de
DNA com 3 uL de FSUDS (azul de bromofenol 0,8 % (p/v); ficol 10 % (p/v); xileno
cianol 0,4 % (p/v), SDS 1 % (p/v), EDTA 1,8 mmol.L™; Tris-HCI 65 mmol.L™, pH
8,0). Efetuou-se a corrida com voltagem entre 12 e 40 V, acompanhando a progresséo
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do corante. Apés a corrida, o gel foi transferido para uma solucdo de brometo de
etideo a 0,5 pg.mL™ para revelacso das bandas de DNA. Incubou-se o gel por 30 min,
lavando-o0 em agua por mais 10 min para eliminagdo do excesso do corante. As bandas
foram visualizadas em um sistema de documentacdo de imagens (UVP — UltraViolet

Products®) irradiando o gel com UV no comprimento de onda de 312 nm.
4.2.5 Reacbes com Enzimas de Restricéo

Dois sistemas foram utilizados. sistemas de 100 uL para posterior utilizagdo do
inserto liberado, ou sistemas de 20 pL para andlise de restricdo por eletroforese de
DNA como descrito na secéo anterior. Todas as reacOes foram feitas em Eppendorfs
de 1,5 mL de capacidade. Os sistemas de 100 uL foram compostos de 73 pL de &gua
MilliQ®, 10 uL do tamp&o apropriado paraaenzima, 15 uL de uma minipreparacéo de
DNA plasmidial, 1 uL de RNAse e 1 uL daenzima de escolha. Os sistemas de 20 pL
foram formados pelos mesmos componentes, porém, calculando-se a quantidade para
um volume final de 20 pL. As condigdes de reacéo foram modificadas de acordo com

aenzima utilizada, como exposto na Tabela 7.

TABELA 7 — CONDICOES REACIONAIS COM ENZIMAS DE RESTRICAO

UTILIZADAS"
Enzima Quantidadena  Temperaturade Tempo de I ncubacado
Reacdo (U) I ncubacdo (°C) (h)
Ndel 20 37 ~12
EcoRI 15 37 2-4
Xbal 10 37 ~12
Xhol 12 37 ~12

a - quantidades de unidade cal culadas para sistemas de 100 pL.

4.2.6 Reacdo de Ligagdo de DNA

As reacOes de ligagdo foram feitas em tubos Eppendorf de 1,5 mL de
capacidade, para volumes finais de 10 L. O sistema continha 3,5 uL de agua MilliQ®,
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2 uL do tampdo de T4 ligase 5X concentrado (GIBCO™ - Invitrogen Corporation), 5
uL deinserto, 1 uL do vetor linearizado e 0,5 uL (0,5 unidades) de T4 DNA ligase
(GIBCO™ - Invitrogen Corporation). O tampado de T4 ligase continha Tris-HCI 250
mmol.L™ (pH 7,6), 50 mmol.L™ de MgCl,, 5 mmol.L™ de ATP, 5 mmol.L* de DTT e
25 % (m/v) de polietilenoglicol — 8000. Os tubos foram incubados aproximadamente
durante 16 horas a 18 °C. Apoés a incubagdo, 1 puL da reagdo foi transformado em E.
coli e plaqueado em meio LA contendo o antibi6tico apropriado. Um controle negativo
foi feito transformando outra aliquota da mesma bactéria com 1 pL de dgua MilliQ®.
As coldnias gue cresceram no meio apds incubacdo de 16 horas foram selecionadas

para minipreparacdo dos seus plasmideos e posterior andlise de restricao.

4.2.7 Subclonagem do Gene lipA de Burkholderia cepacia no Vetor pET-29a

O plasmideo pT-ompA-LipHp (Figura 7) foi tratado com as enzimas Ndel e
EcoRI como descrito no item 4.2.5 para um sistema de 100 pL. O plasmideo pET-
29a(+) também foi tratado com as mesmas enzimas em um sistema de 100 pL. Apés a
reacdo, os dois sistemas foram analisados por eletroforese de DNA. A ligagdo do
plasmideo pET-29a(+) com o inserto ompAliphp foi realizada como descrito no item
4.2.6. A ligacdo foi transformada em E. coli XL-1 Blue e plagueada em LA +
canamicina (50 pg.mL™). As col6nias que cresceram no meio foram selecionadas para
purificacéo dos seus plasmideos e andlise de restricdo com as enzimas Xbal e EcoRl.
O plasmideo resultante da ligagdo do inserto liphp ao pET29a(+) foi denominado
como pMMS-1.

4.2.8 Reacdo de Insercdo de Transposons e Selecdo das Insergbes

Os transposons sdo sequéncias de DNA moéveis encontradas nos genomas de
procariotos e eucariotos. A insercao de transposons em uma sequéncia de DNA pode
ser usada para preparar estas sequéncias para 0 sequenciamento, tendo em vista que

alguns kits comerciais possuem transposons com sitios que podem ser usados para a
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ligacdo dos oligonucleotideos que servirdo de primers para a reagdo de
sequenciamento.

O protocolo utilizado foi 0 que acompanha o kit de insercdo EZ::TN (TET-1),
fabricado pela EPICENTRE (Madison, Wisconsin, EUA). A reagdo consiste de um
transposon (contendo os sitios de ligac8o para os primers e a marca de resisténcia a
tetraciclina), o DNA avo e a Tn5 transposase, a enzima responsavel por inserir os
transposons na sequéncia de DNA. Estainsercéo acontece de forma al eatoria.

Para obter as inser¢des no plasmideo pT-ompA-LipHp, as reagdes foram feitas
com cerca de 0,2 ug de DNA, 1 uL do tampéo de reacdo (10 vezes concentrado), 0,1
uL do transposon, 0,1 uL da Tn5 transposase e 4gua MilliQ® g.s.p. 10 uL. Estamistura
foi incubada durante 2 horas a 37 °C. A reacdo foi parada pela adicdo de 1 uL de
EZ::TN Stop Solution e aguecida por 10 mina 70 °C.

A estirpe de E. coli Topl0 foi eletroporada com 1 uL da reacéo, as células
foram recuperadas durante 1 h e plagueadas em meio LA com 10 pg/mL de
tetraciclina e 250 ug/mL de ampicilina.

A selecdo das insercOes foi feita por analise de restricdo com as enzimas Xhol
e EcoRl. A enzima Xhol ndo tem sitio no transposon, porém o plasmideo pT-ompA-
LipHp possui um sitio para esta enzima a montante do codon de inicio de transcrigéo
do operon. Ja a enzima EcoRI possui um sitio no comego do transposon (34 pb) e no
final do operon liphp. Assim, um padrédo de trés bandas pode ser esperado: a) um
fragmento formado pela restricdo Xhol/EcoRI; b) um fragmento liberado pelarestricéo
EcoRI/EcoRlI e ¢) o restante do vetor. Além disso, como se conhecia exatamente 0s
sitios de restricdo para as enzimas, também foi possivel estimar o ponto de insercéo

dos transposons pelo tamanho dos fragmentos gerados pela restricéo.

4.2.9 Sequenciamento de DNA

4.2.9.1 Preparagdo da Amostrade DNA

Este protocolo para seqiienciamento do DNA duplafitafoi adaptado do boletim
técnico da Applied Biosystems (Lincoln, CA, EUA). Uma amostra de 1,5 mL de
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cultura saturada, contendo células com o plasmideo a ser sequienciado, foi centrifugada
a 10.000 g durante 1 min. O sobrenadante foi descartado e o precipitado tratado com
200 pL de GET (glucose 50 mmol.L ™, EDTA 10 mmol.L™?, Tris-HCl 25 mmol.L™*; pH
8). A mistura foi brevemente agitada em Vortex. Adicionaram-se 300 uL de solugdo
delise (NaOH 0,2 mol.L™; SDS 1% (m/v)). Homogeneizou-se a soluco invertendo-se
o tubo lentamente até a visualizacdo dalise celular, incubando-se depois por 5 min em
banho de gelo. Adicionaram-se 300 pL de acetato de potéssio (ou sodio) 3,0 mol.L ™
pH 4,8; homogeneizando suavemente. Incubou-se por 5 min em banho de gelo.
Centrifugou-se por 10 min a 10.000 g transferindo o sobrenadante para um tubo novo.
Adicionou-se RNase A para concentracdo final de 20 pg.mL™ e incubou-se a 37 °C
durante 20 min. Duas extracbes com 400 pL de cloroférmio foram realizadas.
Misturaram-se as fases, centrifugando-as por 1 min a 10.000 g, removendo a fase
aguosa para tubos novos. Apos extragdo, o DNA foi precipitado com isopropanol e
incubado em gelo por 10 min. Centrifugou-se por 15 min a 10.000 g descartando o
sobrenadante. O precipitado foi lavado com 500 uL de etanol 70 % (v/v) e precipitado
por centrifugacdo por 5 min a 10.000 g. O precipitado foi seco a vacuo e solubilizado
em 33,6 pL de &gua MilliQ®. Adicionaram-se 6,4 uL de NaCl 5 mol.L™" e 40 uL de
polietileno-glicol 8000 a 13 % (m/v). Misturou-se bem e incubou-se em banho de gelo
por 60 min. Centrifugou-se a 10.000 x g durante 15 min a 4 °C descartando o
sobrenadante. O precipitado foi lavado com 500 uL de etanol 70 % (v/v),
centrifugando a amostra por 5 min a 10.000 g. O precipitado foi seco a vacuo e
solubilizado em 20 pL de &gua MilliQ® estéril. Para se estimar a concentragdo do
DNA purificado, foi feita uma andlise visua através de eletroforese em gel de agarose
em paralelo com um padréo de concentraczo (50 ng.uL™) do plasmideo pGEM®-T da
Promega Co. (Madison, WI, EUA).

4.2.9.2 Reacdo de Sequenciamento

O sequenciamento de DNA foi realizado baseando-se no método descrito por
SANGER et al. (1977), utilizando didesoxinucleotideos fluorescentes, separacdo por
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eletroforese em gel de poliacrilamida e deteccdo do fluoréforo apds excitacdo com
laser em seqienciador automatico ABI Prism 377 DNA Sequencer, da Applied
Biosystems (EUA) (KARGER e al.,, 1991). Para incorporacdo dos
didesoxinucletideos, cerca de 300 ng de DNA foram transferidos para um sistema de
reacdo contendo 10 pmol de oligonucleotideos sintéticos. Estes oligonucleotideos
foram construidos em intervalos para que fossem obtidos fragmentos de
aproximadamente 400 pares de base, com as extremidades sobrepostas. Ao sistema
adicionou-se 2 pL do reagente DYEnamic ET terminator reagent premix, da
Amersham Biosciences (Inglaterra), para um sistema de volume total igual a 10 uL. A
reacao de amplificacdo foi feita em termociclador utilizando os seguintes ciclos: (95
°C, 2 min) x1; (94 °C, 20 s; 60 °C, 1 min) x30. O produto da reacéo foi precipitado
adicionando-se 30 pL de isopropanol e 10 L de dgua MilliQ® estéril deixando a
solugdo em repouso por 30 min. A solucéo foi centrifugada por 30 min a 10.000 g
desprezando o sobrenadante. O precipitado foi lavado com 1 mL de etanol 80 % (v/v),
centrifugando a 10.000 g por 5 min. O precipitado resultante, apds secagem a Vacuo,
foi ressuspendido em 3 uL de tampéo de aplicacéo (formamida desionizada : solucéo
aguosa de EDTA 25 mmol.L™"; pH 8 contendo Blue Dextran 50 mg.mL™) (5:1),
desnaturado a 90 °C por 2 min, transferido para um banho de gelo até a aplicacéo no

gel. A corridafoi efetuadaem gel de poliacrilamida’5 % (m/v), acercade 80 V.cm™.

4.2.9.3 Edicdo e Andlise das Sequéncias

O alinhamento das sequiéncias obtidas foi feito pelo software BioEdit utilizando
os recursos CAP (‘Conting Assembly Program’) para obtencdo da seqiiéncia contigua
do gene da lipase de B. cepacia (HUANG, 1992) e CLUSTAL W para ainhamento da
seguéncia obtida com seqUéncias relacionadas disponiveis em bancos de dados
publicos (THOMPSON; HIGGINS; GIBSON, 1994).
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4.2.10 Mutagénese da Lipase de B. cepacia

Para obter mutantes da lipase de B. cepacia, 0 plasmideo pT-ompA-LipHp foi
transformado na estirpe mutante de E. coli XL-1 Red e replicado por vérias geracoes.
A E. coli XL-1 Red é uma linhagem deficiente em trés importantes genes envolvidos
no sistema de reparo do DNA, conforme gendtipo apresentado na Tabela 4: o mutS
(reparo de erro no pareamento de bases), mutD (deficiente em atividade exonucleésica
3’- 5 da DNA polimerase Il1) e mutT (incapaz de hidrolisar o 8-oxodGTP). Estas
mutacOes fazem com que a taxa de mutag&o que ocorre naturalmente na replicacéo do
DNA aumente significativamente quando o DNA éreplicado pelaE. coli XL-1 Red. A
taxa de mutacdo aeatéria neste triplo mutante foi medida sendo aproximadamente
5.000 vezes maior que a do tipo selvagem, segundo a empresa fabricante Stratagene -
EUA.

Uma aliquota de 30 uL de E. coli XL-1 Red eletrocompetente foi transformada
com 1 uL de pT-ompALip-Hp. As células foram recuperadas em meio SOC (37 °C, 1
h, 160 rpm) e 100 uL da mistura foram plaqueados em LA com ampicilina. Apos 24
horas de crescimento a 30 °C, uma col6nia foi transferida para 10 mL de LB com
ampicilina e cultivado durante 16 horas (30 °C, 160 rpm). Apo6s 12 horas, 200 uL do
meio saturado com células foi inoculado em meio LB com ampicilina, e crescido
durante mais 12 horas. Desta maneira foram feitas nove subculturas, sendo que a cada
12 horas, 2 mL de meio foram coletados para purificacdo dos plasmideos. Os
plasmideos obtidos da ultima subcultura foram transformados em E. coli XL-1 Blue
para manutencdo dos mesmos e inicio do screening dos possiveis mutantes.

Durante as nove subculturas, foram coletadas amostras a cada 12 horas também
para a contagem do numero de colbénias. As geracdes foram contadas através da
técnica de Miles e Misra (ou técnica da microgota), gentilmente repassada pelo Doutor
Humberto Ramos (RAMOS, 2002). Placas com meio LB sblido foram preparadas e
divididas em quatro quadrantes. Em cada quadrante foram pipetadas separadamente 4
gotas de 10 uL de uma determinada diluicdo da cultura. Apo6s 16 horas de incubacdo a
30 °C, as colbnias puderam ser contadas com o auxilio de uma lupa. Os caculos para

correcdo volumétrica e da diluicdo foram feitos e o resultado final foi expresso em
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unidades formadoras de coldnia (UFC).mL™ de cultura Os valores de UFC e do

numero de geracdes foram cal culados de acordo com a equacéo abaixo:

UFC/mL = (nimero de colbnias contadas x fator de diluicdo)/ volume plagueado em

mL

Numero de Geragdes = [log(nimero de bactérias no final da cultura) — log(nimero de

bactérias no inicio da cultura)]/ 0.3001

4.3 ENSAIOS ENZIMATICOS E CONDICOES DE SCREENING

4.3.1 Inducéo da Expressdo da Lipase de B. cepacia em E. coli

Apbs aproximadamente 16 horas de crescimento, as placas (tipo ELISA ou
Deep WeI) contendo os transformantes foram transferidas para uma estufa
microbiolégica a 42 °C. As placas tipo ELISA foram incubadas nesta temperatura
durante 40 min sem agitacdo. ApOs este periodo, as placas foram transferidas para um
shaker, a 37 °C, onde foram incubadas por mais 3 horas a 120 rpm. Quando utilizadas
as placas tipo deep well, estas foram colocadas em banho de &gua por 20 min a42 °C,
sendo incubadas a 37 °C por 3 h a 120 rpm, apés este choque térmico.

Quando os experimentos foram feitos com frascos de vidro, apés as culturas
atingirem a D.0.gq de 0,6, as mesmas foram transferidas para um banho de agua a 42

°C, durante 15 min e cultivadas por mais 3 h a 37 °C.

4.3.2 Induc&o da Expressdo da Lipase de B. cepacia em E. coli BL21(DE3) pLysS

Para desenvolver o pré-inéculo, uma colonia de E. coli BL21(DE3) pLysS
transformada com o plasmideo pMMS-1 foi transferida para 3 mL de meio LB
contendo 50 ug de canamicina. Apos aproximadamente 16 horas de cultivo, 10 mL de
meio LB com canamicina (50 ug) foram inoculados na raz&o 1:50 com o pré-indculo.

Atingida a D.O.g de 0,4, o indutor (IPTG — isopropil-f-D-tiogal actopiranosideo) foi
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adicionado para uma concentracgo final de 1 mmol.L™?, a partir de um estoque a 1
mol.L™". Este foi assumido como o tempo zero de inducdo. O crescimento foi
acompanhado por mais 4 horas, a 37 °C e 160 rpm de agitacdo. Alternativamente,
lactose foi utilizada como indutora da expressao. Neste caso, lactose de um estoque a
10 % (m/v) foi adicionada para concentragcdo final de 0,5 % (m/v). Quando foi
empregado o plasmideo pMMS-1 para expressdo da lipase em microplacas, todas as
concentracOes acima foram mantidas, somente adaptando-as para o volume da cultura
(200 pL).

433 Determinacdo de Atividade Lipolitica pela Hidrélise do Pamitato de p-

Nitrofenila

A atividade lipolitica foi determinada em microplacas, segudo a técnica
previamente desenvolvida por Nadia Krieger e Nathalie Caillol no laboratorio de
Biocatalise e Quimica Fina da Universidade de |la Mediteranée em Marselha— Franca.

Utilizou-se o pNPP (palmitato de p-nitrofenila) como substrato. O pNPP € um
éster formado pelo p-nitro fenol e pelo acido palmitico, um &cido graxo saturado de 16
atomos de carbono. Este é um substrato tradicional para a determinacéo de atividade
lipolitica, pois a hidrdlise do éster libera o p-nitrofenol (pNP) que possui alta absorgédo
em 415 nm, em pH alcalino. O aparecimento do produto amarelo no meio reacional
ocorre através da formacdo de um ion fenolato (JAEGER; DIJKSTRA; REETZ,
1999), como mostrado na Figura 9.

Em cada poco foram adicionados 140 uL de uma mistura 1:10 de pNPP (15
mmol.L™ em isopropanol) e tampao de reagdo (TrissHCl 66 mM, pH 8,0); Triton X-
100 0,6 % (m/v); goma arabica 0,1 % (m/v)). A mistura foi feita gota a gota com
agitacdo em Vortex para evitar precipitacdo do pNPP. A cada pogo foram adicionados

70 uL de meio saturado com células induzidas.
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FIGURA 9 - REACAO DE HIDROLISE ENZIMATICA DO pNPP E A
FORMACAO DO CROMOGENICO FENOLATO
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Os seguintes controles sdo feitos em cada ensaio: controle do substrato (140
uL da mistura 1:10, pNPP : tamp&o de reacdo + 70 uL de Tris-Cl 100 mmol.L™, pH
8); controle da cultura (140 uL do tampdo de reagéo + 70 uL de cultura) e controle do
tampéo de reacdo (140 pL do tampéo de reacdo + 70 pL de Tris-Cl 100 mM, pH 8).
Todas as absorvancias foram registradas em 415 nm em leitor de microplacas marca
BIO-TEK (Modelo EL X800).

A atividade foi determinada em modo cinético, com leituras ao longo do
tempo, até 30 minutos. A atividade é cal culada pela seguinte equagao:

Atividade Volumétrica = [(DOs especifica/Tempo)/el]* 210.10% 1.10°

onde:

DOeSpeCI'flca415 = [DOensaI O415 — DOCéIUlaS415] - [DOSUbStratO415 - DOtampé.O415]

tempo = tempo de reagdo (min).
¢ = absortividade molar para o pNP (p-nitro fenol) x o comprimento dptico (mol.L™).

| = comprimento 6ptico.
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O valor 210x10°® representa o volume final no poco, (corrigido paralL), e 10° é

a conversdo de mols para nmols.
Uma unidade de atividade enzimética (U) foi definida como a quantidade de
enzima que forma 1 pumol do produto por minuto. Portanto, uma mU seria a

guantidade de enzima capaz de formar 1 nmol de p-nitro fenol por minuto.

4.3.4 Determinagdo da Absortividade Molar (L) para o p-Nitrofenol (pNP) em
Microplacas

A partir de uma solucéo estoque de pNP (100 mmol.L™ em isopropanol), foram
preparados padrdes: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,9 e 10 mmol.L ™. Estes padrdes foram diulidos
na proporcao 1:10 com o tampé&o de reacdo citado no item anterior, para um volume
final de 1 mL. Das amostras, 140 uL foram adicionadas aos pocos da microplaca e
completados para 210 pL com 70 pL de tamp&o Tris-HCl 100 mmol.L™, pH 8. As
absorvancias foram lidas a 415 nm em leitor de microplaca marca BIO-TEK (Modelo

EL X800). O branco foi feito com isopropanol.

4.3.5 Screening de Transformantes com Atividade Lipoliticaem Microplacas

Como alternativa ao substrato pNPP, foi utilizado um substrato fluorogénico, o
butirato de 4-metil-umbeliferila, como descrito por PRIM et al. (2003). O esquema da
reacao esta exposto na Figura 10. Nesta reagcdo, a enzima ataca o substrato liberando
acido butirico e o agente fluorogénico metil-umbeliferona. Quando irradiado a 365
nm, este composto emite fluorescéncia, que pode ser quantificada, sendo assm um
indicativo da atividade enzimética. Este substrato foi solubilizado em monometil éter
etileno glicol na concentragdo de 25 mmol.L™. Anteriormente & reacso, o substrato foi
diluido em tamp&o Tris-HCl (50 mmol.L™, pH 8) para a concentraco de 100 umol.L~
!, Em cada poco foi adicionado 30 uL do meio contendo células do transformante a ser
analisado mais 20 L de tampao Tris-HCl (50 mmol.L™, pH 8) e 150 uL dasolugéo do
substrato. A microplaca foi incubada a temperatura ambiente por 15 minutos. Apos

este periodo, foi irradiada com luz UV (365 nm) para observacdo dos pogos
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fluorescentes. A quantificagdo de fluorescéncia foi feita através de um sistema de
documentac&o de imagens (UVP — UltraViolet Products®) usando a opcdo dot-blots.
Com este artificio, a partir da imagem capturada, cada pogo da placa pode ser
guantificado em termos de unidades arbitrarias de fluorescéncia.

FIGURA 10 - REACAO DE HI DROLISE ENZIMATICA DO MUF-BUTIRATO EA
FORMACAO DO AGENTE FLUOROGENICO  METIL-
UMBELIFERONA

O
* /U\/\
= . = HO
Lipase
Butirato de 4-metil- _ _ i B
umbeliferila 4-metil-umbeliferona Ac. butirico
(MUF-butirato) (MUF)

4.3.6 Screening de Coldnias com Atividade Lipolitica Utilizando MUF-Butirato

As colOnias de E. coli XL-1 Blue transformadas com o plasmideo pT-ompA-
LipHp foram crescidas a 37 °C, por 16 horas em meio LA. Apés o crescimento, as
colbnias foram transferidas para uma folha de papel filtro analitico (Whatman nimero
4). Esta folha de papel filtro foi transferida para uma placa de Petri contendo meio LA
fresco, com as coldnias voltadas para cima. A placa foi incubada a 42 °C durante 2
horas para assegurar inducéo da enzima. Apos a inducéo, a folha contendo as col6nias
foi retirada e colocada sob uma outra folha umedecida com solugéo de MUF-butirato
100 pmol.L™. As folhas foram mantidas em contato durante 5 minutos, e a folha

contendo o substrato foi revelada irradiando UV a 365 nm.
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4.3.7 Ensaio de Termoestabilidade em Microplacas

As culturas foram crescidas e induzidas como descrito no item 4.3.1. ApGs
inducdo, uma aliquota de 70 pL, de cada poco, foi ensaiada quanto a sua atividade
lipolitica como descrito no item 4.3.2. Esta atividade foi definida como atividade
inicial. A aliquota restante foi transferida para placas de polipropileno (Greiner Bio-
One®) e incubadas por 2 horas a 60 °C. Apés a incubacdo, a atividade remanescente
foi ensaiada com 70 uL de amostra. As atividades residuais foram determinadas em

relacdo a atividade inicial como 100 %.

4.3.8 Ensaio de Resisténcia a Solventes Organicos Misciveis em Agua

As culturas de E. coli foram crescidas e induzidas como descrito no item 4.3.1.
Apbs inducdo, uma aiquota de 40 uL da culturafoi diluida com 160 pL do respectivo
solvente organico, em placas de polipropileno, de 96 pocos. Imediatamente apos a
mistura, uma aliquota de 70 uL foi retirada para ensaio de atividade lipolitica, como
descrito no item 4.3.3. Esta atividade foi determinada como a atividade inicial. A
mistura de suspensdo bacteriana e solvente foi incubada a 30 °C, durante 1 h, a 160
rpm. Apés a incubacdo, a atividade lipolitica foi novamente determinada como
mencionado acima. A atividade resultante correspondeu a atividade final. A atividade
residual foi expressa como uma percentagem, em relacdo a atividade lipolitica obtida
apds a incubacdo em tamp&o Tris-HCl 50 mmol.L™ na auséncia de solvente organico.
Os controles de substrato e do tampéo foram feitos preparando previamente uma
solucdo 80 % do solvente testado com tamp&o TrissHCl 50 mmol.L™; pH 8,0 e

adicionando 70 pL a emulsdo e ao tampao respectivamente.
4.3.9 Confirmagdo dos Candidatos a Resisténciaa DMF 80 %
Os candidatos foram inoculados em 3 mL e induzidos como descrito no item

4.3.1. Apbs a inducdo, 100 puL da cultura foram transferidos para um tubo de
Eppendorf contendo 100 pL de 4gua MilliQ® e 800 uL de DMF. A mistura foi agitada
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em Vortex brevemente e 50 uL foram coletados para determinacéo da atividade no
tempo zero, conforme descrito no item 4.3.5. O restante da mistura foi incubado a 30
°C, com agitacdo de 120 rpm. Amostras de 50 uL foram coletadas e ensaiadas em
tempos determinados para se estimar o valor de atividade residua ao longo da
incubagdo. A atividade residual foi calculada em relagdo ao valor inicia de atividade

como sendo 100 %.

4.4 ELETROFORESE E DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE
PROTEINAS

4.4.1 Eletroforese Desnaturante de Proteinas (SDS-PAGE)

A €letroforese desnaturante de proteinas foi feita em gel de poliacrilamida
segundo LAEMMLI (1970), usando o gel de empilhamento com 5 % de
poliacrilamida (m/v) e o gel de separacdo com 12 % de poliacrilamida (p/v). As
proteinas foram coradas com azul brilhante de Coomassie R-250 0,05 % (m/v). Para
estimativa da massa molecular, foi utilizado um marcador de baixa massa molecular
(94, 67, 43 e 30 kDa).

4.4.2 Determinagdo da Concentragdo de Proteinas pelo Método de Bradford

A concentragdo de proteinas foi determinada pelo reativo de Bradford como
descrito no protocolo gentilmente cedido pelo doutorando Stefan Schwab, do grupo de
Fixacdo Biol6gica de Nitrogénio, do departamento de Bioquimica e Biologia
Molecular da Universidade Federal do Parana (SCHWAB, 2002). Volumes entre 30-
125 ulL de cultura saturada foram transferidos para um poco de uma placa de 96 pocos
de polipropileno, contendo 50 uL de NaOH (0,4 mol/L), 25 uL de H,O destilada e
meio LB paraum total de 200 uL. A placafoi incubada durante 10 minutos. Apés este
periodo, 36,5 uL do lisado foi transferido para uma microplaca e misturado com 163,5
pL do reativo de Bradford (BRADFORD, 1976). O branco foi feito com os mesmos

componentes, mas substituiu-se a cultura saturada por meio LB. As absorvancias
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foram registradas em 595 nm em leitor de microplacas. As atividades especificas

foram calculadas a partir da determinacéo de proteinas feita por esta técnica.



5 RESULTADOS

5.1 ANALISE DE RESTRICAO DO PLASMIDEO pT-ompA-LipHp
Como mostrado na Figura 7 da secdo Material e Métodos, o plasmideo pT-

ompALip-Hp contém um inserto ajusante do promotor APg_, inserido entre dois sitios
para as enzimas de restricdo Ndel e EcoRI. Este inserto € composto pela seqiiéncia
sinal ompA de E. coli fusionada ao operon liphp de B. cepacia, correspondendo a 2067
pares de base. Apos o tratamento do plasmideo com as enzimas de restricéo, foi obtido
um fragmento de aproximadamente 2 kbp e um segundo fragmento de 5 kbp,
correspondente ao plasmideo pCY TEXP1 (BELEV; SINGH; McCARTHY, 1991).

Na Figura 11, observa-se o padréo eletroforético da restricdo comparado a um

marcador de massa molecular de DNA.

FIGURA 11— ANALISE DE RESTRICAO DO PLASMIDEO pT-ompA-LipHp

3054 bp
2034 bp

1018 bp

Legenda: Eletroforese em gel de agarose 1 % em tampéo TBE do plasmideo pT-ompA-Lip-
Hp digerido com as enzimas Ndel e EcoRl. Linha 1: marcador de massa molecular (1 kb
ladder), linha 2: plasmideo digerido. O gel foi corado com brometo de etideo como descrito
em Material e Métodos.
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Com a andlise de restricdo do plasmideo ficou demonstrado que o inserto
flanqueado pelos sitios Ndel e EcoRI correspondia ao operon liphp.
Paratotal certificac@o deste resultado, a superexpressao da enzima e 0s ensaios

de atividade enzimatica foram executados na seqiiéncia do trabal ho.

5.2 EXPRESSAO DA LIPASE DE B. cepacia POR E. coli

Primeiramente, foi avaliada a expressdo em trés estirpes de E. coli (XL-1 Blue,
ToplO e DH10B). As culturas foram crescidas em condigdes repressoras (30 °C) e
induzidas por choque térmico a 42 °C (15 min), mais um cultivo de 3 h a 37 °C. Apés
este tratamento, as culturas foram sonicadas para obtencdo da fracdo sollvel. As
fragOes obtidas para cada estirpe foram analisadas por eletroforese desnaturante (SDS-
PAGE) de proteinas, como mostrado na Figura 12.

FIGURA 12 - ELETROFORESE SDS-PAGE DAS CULTURAS INDUZIDAS
. : -
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Legenda: Eletroforese de extrato celular em gel de poliacrilamida 12 % (m/v) na presenca de SDS.
Linha 1, marcador de massa molecular; linhas 2 e 3: DH10B, 4 e 5: Topl0 e 6 e 7: XL-1 Blue. As
linhas 2, 4 e 6 apresentam extratos celulares sollvels das estripes ndo transformadas com pT-ompA-
Lip-Hp. Aslinhas 3, 5 e 7 apresentam extratos celulares sol(iveis das estirpes transformadas com pT-
ompA-Lip-Hp e induzidas por choque térmico. A seta em amarelo destaca a presenca da banda da
lipase superexpressa. Quantidade de proteinas por pogo foi de 50 pg de proteina total conforme
determinado pelo método de Bradford.
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Como esperado, observou-se apds a inducéo o surgimento de uma banda de
aproximadamente 33 kDa correspondente a massa molecular da lipase de B. cepacia
(QUYEN; SCHMIDT-DANNERT; SCHMID, 1999). Além disso, as estirpes DH10B
e XL-1 Blue mostraram maior expressdo da enzima comparando a intensidade da
banda obtida com a estirpe Top10.

A proteina auxiliadora (Hp ou Lif lipase foldase) expressa juntamente com a
lipase possui aproximadamente 37,4 kDa, calculada a partir de sua sequéncia de 344
aminoacidos (QUYEN; SCHMIDT-DANNERT; SCHMID, 1999). No entanto, esta
proteina ndo foi observada na fracdo solUvel das culturas induzidas, provavelmente,
por manter-se ancorada a membrana plasmatica interna por intermédio de um dominio
N-terminal  hidrofébico (QUYEN; SCHMIDT-DANNERT; SCHMID, 1999) e
(ROSENAU; JAEGER, 2000).

Apesar da forte evidéncia da expressdo dalipase por E. coli a determinacdo da
atividade lipolitica foi necessaria para demonstrar que a enzima expressa estava ha sua

conformagéo nativa.

5.3 PERFIL DE ATIVIDADE DA LIPASE DE B. cepacia EXPRESSA POR E. coli

As culturas das trés estirpes de E. coli foram induzidas como descrito no item
4.3.1 para cultivos feitos em frascos de vidro de 50 mL. Apo6s a inducdo foi
determinada a atividade lipolitica de cada cultura, em placas tipo ELISA, utilizando o
sobrenadante com células, rendendo o perfil de atividade apresentado na Figura 13.

A estirpe E. coli XL-1 Blue apresentou a maior atividade lipolitica apés a
inducdo, sendo cerca de trés vezes maior do que a atividade obtida com as estirpes E.
coli Topl0 e DH10B. Além disso, os resultados de eficiéncia de transformacéo
mostrados na Tabela 8 mostraram que a estripe E. coli XL-1 Blue, aém de apresentar
amaior atividade, também mostrou a maior eficiéncia de transformacéo do plasmideo
pGEM (Amp®), sendo igual a 1,0x10™ transformantes por ug de DNA plasmidial.
Com base nestes resultados, esta estirpe foi selecionada para transformagao, expressao

dalipase selvagem e andlise da biblioteca de mutantes geradas no decorrer do trabal ho.
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FIGURA 13 - ATIVIDADE LIPOLITICA OBTIDA COM AS ESTIRPES XL-1
BLUE, TOP10 E DH10B, APOSINDUCAO A 42 °C
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Legenda: o ensaio de atividade foi realizado em microplacas como descrito no item 4.3.3, usando o
pal mitato de p-nitrofenila como substrato.

TABELA 8 - EFICI ENCIA DE TRANSFORMACAO DO PLASMIDEO pGEM EM
TRES ESTIRPES DEE. coli

Estirpe Eficiéncia (Transformantes/ug DNA)
XL-1Blue 1x10"

Topl0 1x10’

DH10B 1x10°

5.4 DEFINICAO DO MODO DE INDUCAO DA EXPRESSAO DA LIPASE DE B.
cepacia EM E. coli XL-1 BLUE

Dados da literatura sugerem que a inducdo méaxima, em sistemas controlados
pelo promotor APg , ocorre a 42 °C (REMAUT; STANSSENS; FIERS, 1979). No
entanto, no inicio da parte experimental desta dissertacdo observou-se que, mesmo
incubando a cultura a 37 °C, era possivel detectar atividade lipolitica, porém, em um
nivel mais baixo do que quando a cultura era induzida por choque a 42 °C. Com isto,
Imaginava-se que, incubando a culturaa 42 °C, poderia ser obtida uma maior atividade
enzimética. Porém, sabe-se que a exposi¢ao de culturas de E. coli atemperaturas de 45

°C pode desencadear processos de agregacdo de proteinas termolabels, podendo levar
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a uma perda de rendimento na expressdo (MOGK et a., 1999). Além disso, outros
resultados da literatura mostramram que algumas proteases do tipo lon podem ser
expressas quando a cultura é exposta a temperaturas de 42 °C (PHILIPS; VAN
BOGELEN; NEIDHARDT, 1984). Associando as idéias de obter um bom nivel de
expressdo, mas também mantendo uma boa situacéo fisiol égica para a bactéria, testou-
se um modo alternativo de induc&o. Nesse modo, a bactéria € cultivada normalmente a
37 °C, guando atinge a D.O.¢o de 0,6, € transferida para um banho de &guaa 42 °C e
incubada durante 15 min. Nesta etapa, o repressor que se liga ao sitio para a RNA
polimerase € desnaturado. Apds a desnaturacdo, a cultura retorna a ser cultivada a 37
°C, assim assegurando boa parte da desnaturacéo do repressor sem comprometer o
estado fisiol6gico da bactéria.

FIGURA 14 - EXPRESSAO DA LIPASE DE Burkholderia cepacia EM Escherichia
coli XL-1 BLUE
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Legenda: (m) — atividade de hidrolise do pNPP da cultura induzida somente a 42 °C, (o) —
atividade de hidrdlise do pNPP de culturas induzidas pelo modo de induc&o alternativo como
descrito acima.
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A Figura 14 mostra os diferentes perfis de atividade obtidos para cada modo
de inducéo comparado quando foi dado o choque a 42 °C apenas. Apos 0 choque
térmico, aiquotas do meio com células foram retiradas e analisadas como descrito no
item 4.3.3.

Os resultados mostraram gque a manutencédo da cultura a 42 °C apés o choque
térmico ndo causou um aumento significativo da atividade, comparada com a atividade
final da cultura que retornou a 37 °C. Quando a cultura foi incubada a 42 e depois
retornou a 37 °C, a atividade final foi igual a 54,4 mUE, enquanto que mantendo-a a
42 °C, adtividade final alcancadafoi de 56 mUE.

Como conclusdo deste experimento, adotou-se 0 modo de inducéo aternativo

para o restante do trabal ho.

5.4.1 Efeito da Temperaturalnicia de Cultivo

O sistema de expressao utilizado neste trabalho é um sistema heterélogo, ou
sga, que expressa a proteina do microrganismo original em outro microrganismoque
ndo o de origem. Algumas vezes, a proteina superexpressa pode ndo ser tolerada pelo
microrganismo receptor, 0 que em situagdes extremas poderia levar a uma dréstica
reducdo no crescimento. Portanto, fez-se necessario avaliar se a expressao inicia da
lipase interferiria no crescimento de E. coli. Para isto, dois cultivos foram feitos
paralelamente a 30 e 37 °C, com posterior choque térmico, e ambas culturas foram
avaliadas quanto a suas atividades lipoliticas ao longo do tempo. Crescendo a bactéria
a 30 °C, nenhuma expressdo da lipase foi observada, enquanto que a 37 °C foi possivel

detectar atividade lipolitica j& no tempo zero, como mostra a Figura 15.
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FIGURA 15 - EFEITO DA TEMPERATURA INICIAL DO CULTIVO NA
EXPRESSAO DA LIPASE DE Burkholderia cepacia POR
Escherichia. coli XL1 BLUE
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Ponto O — amostra coletada apds inéculagdo, ponto 1 — am,ostra coletada quando a cultura atingiu
densidade Opticaigual a 0,6 a 600 nm, ponto 2 — amostra col etada apds chogue térmico de 15 min a42
°C; pontos 3 a 6 — amostras coletadas a cada hora ap6s o choque térmico; de 1 h até 4 h. (m) — cultivo
a 37 °C; (e) — cultivoa 30 °C.

Os valores de atividade ja no inicio do cultivo podem ter sido detectados pelo
remanescente de enzima vindo do pré-indculo. Anterior ao choque a 42 °C, mesmo
para o cultivo a 37 °C, baixa atividade foi determinada. No caso do cultivo a 30 °C,
apenas apos o choque a 42 °C foi detectada atividade lipolitica. Com estes resultados,
foi possivel determinar que o nivel de expressdo inicia acancado a 37 °C néo
interferiu no crescimento da bactéria, e aumentou a atividade lipolitica final. Assim,
determinou-se que o crescimento a 37 °C, seguido de choque a42 °C (15 min) e3 h de
cultivo a 37 °C, foi a melhor condicdo para inducdo da expressdo da enzima. Essa

condicéo foi selecionada para a continuagdo do trabal ho.
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5.5 EXPRESSAO DA LIPASE DE Burkholderia cepacia POR Escherichia coli XL-1
BLUE EM SISTEMAS DE 96 POCOS (DEEP WELL)

Como neste trabalho, buscava-se uma estratégia para andise de uma biblioteca
de mutantes foi necessério otimizar o sistema de expressdo da lipase em placas de 96
pocos. Primeiramente, avaliou-se a expressao da enzima selvagem em placas do tipo
deep well. Estas placas possuem capacidade de até 2,2 mL por poco. As placas deep
well podem ser utilizadas como aternativa para as placas tipo ELISA (300 uL por
poco) em algumas situagdes. Quando a cultura precisa entrar em contato com um
banho de agua para indugdo, as placas deep well seriam a melhor alternativa, pois
permitem que a placa sga imersa. Sendo assim, a nossa primeira tentativa de
expressao da enzima em um sistema de 96 pogos foi feita com placas deep well, que
permitiram um choque térmico a 42 °C em banho de &gua. A Figura 16 mostra 0s
resultados de atividade lipolitica obtidos quando a bactéria foi crescida e induzida em

placas deep well.

FIGURA 16 - EXPRESSAO DA LIPASE DE Burkholderia cepacia POR Escherichia
coli XL-1BLUE EM PLACAS DEEP WELL
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Observando os resultados para o controle negativo, percebe-se que a média dos
valores obtidos, tanto para o controle positivo quanto para a placa que expressava a
enzima, apresentaram uma dispersdo de cerca de 25 %. A média para o0 controle
negativo foi de 0,55 mUE, com um desvio padrdo de + 0,11 mUE, enquanto que para o
controle positivo, foi de 24 mUE com desvio padréo de + 5,77 mUE. No entanto fez-se
necessario determinar se esta era uma variagdo do sistema de expressdo ou do ensaio
de atividade propriamente dito. Além disso, os valores médios de atividades
encontrados, quando se fez a expressdo em placas deep well, correspondem a

aproximadamente metade dos ensaios anteriores, realizados com placastipo ELISA.

5.6 VARIACAO DA ATIVIDADE DO ENSAIO ENZIMATICO EM SISTEMAS
DE 96 POCOS

Para avaliar a variagéo do ensaio, foi induzida uma cultura, crescida em frasco
de vidro como descrito no item 4.3.1. Determinou-se a atividade da cultura, como
descrito no item 4.3.3, com 88 repeticoes, usando 88 pocos de uma microplaca. Os
oito pogos restantes foram utilizados para os controles de substratos e tampado. A
média de atividade mostrou-se pouco dispersa, sendo igua a 74,4 mUE + 3,5 mUE,
como mostrado na Figura 17. A variag@o correspondeu a 4,7 % do valor da média,
indicando que o méodo utilizado para determinacdo de atividade, ndo é
provavelmente, a fonte de variacéo que foi observada previamente. Alem disso, ficou
claro que a expressdo da lipase é diminuida quando se fez a cultura em placas deep
well, pois agui a atividade média € de aproximadamente 3 vezes a atividade obtida

anteriormente.
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FIGURA 17 - VARIACAO DE ATIVIDADE OBTIDA NO ENSAIO EM PLACAS
DE 96 POCOS PARTINDO-SE DE UMA CULTURA PREPARADA
EXTERNAMENTE EM ERLENMEYER
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Legenda: atividade de hidrdlise do pNPP determinada em placas tipo Elisa.

5.7. EXPRESSAO DA LIPASE DE B. cepacia POR E. coli EM SISTEMAS DE 96
POCOS - PLACASTIPO ELISA

Para verificar a possibilidade de expressar a lipase, sem uma grande variagéo
nos resultados de atividade, realizou-se um experimento, observando os melhores
tempos de indugéo (Figuras 18 e 19).

Todos os cultivos foram realizados em microplacas a 30 °C e 160 rpm de
agitacdo. No entanto, foram variados os tempos de choque térmico a 42 °C. Além
disso, com o objetivo de verificar se o crescimento da cultura interferiria no valor de
atividade, os resultados deste experimento também foram expressos como relacdes
entre a atividade lipolitica em mUE e a densidade Optica a 595 nm (D.O.sq5) (Figura
19).

Como o sistema deep well mostrou uma grande disperséo da atividade durante

a cultura, um método alternativo, utilizando placas tipo ELISA, foi testado. Apesar de
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terem sido testados trés modos diferentes de inducdo com as microplacas, 0s
resultados ndo foram favoréveis. Como mostrado na Figura 18, os modos de inducéo
testados mantiveram a dispersdo ata, no intervalo de 25 a 40 % do valor da média.

Os valores médios de atividade com os respectivos desvios padroes séo

apresentados na Tabela 9.

TABELA 9 — VALORES DA NMEDIA DE ATIVIDADE LIPOLITICA E DO
DESVIO PADRAO OBTIDO PARA CADA MODO DE INDUCAO
EM MICROPLACAS

M édia da Atividade

Modo deindugao Lipolitica (mUE)

Desviopadrdao % do desvio da média

A 188,1 47,54 25,27
B 148,8 56,58 38
C 342 127 37,2

a— aclassificagdo dos modos de inducédo esta de acordo com aquel a apresentada na legenda da Figura
18. Osvalores foram cal culados a partir dos resultados apresentados na Figura 18.
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FIGURA 18 - EXPRESSAO DA LIPASE DE Burkholderia cepacia POR Escherichia
coli XL-1 BLUE EM MICROPLACAS — ANALISE DA VARIACAO
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As culturas foram desenvolvidas a 30 °C, ao invés de 37 °C, pois nesta
temperatura ja havia sido observada a auséncia de atividade lipolitica (Figura 15).
Sendo assim, todos os passos partiram de um valor zero de atividade no inicio da
Inducgdo, evitando alguma interferéncia por background.

O modo de indugéo C (induc&o durante 40 min a42 °C emais3 ha37 °C) foi
0 que apresentou 0 maior nivel de atividade lipolitica, apesar de ter a porcentagem de
desvio mais adta do que o modo A (inducéo durante 2 h a 42 °C). No entanto, como
baixas atividades podem levar a erros no ensaio enzimatico, optou-se por seguir com o
modo de inducéo A.

Quando os valores de atividade lipolitica foram normalizados com a D.O. a
595 nm, ndo houve uma grande melhora nas porcentagens dos desvios da média
(Figura 19 e Tabela 10), mostrando que de fato este € um problema de inducdo da
expressao enzima e ndo da variagdo de atividade devido ao crescimento da bactéria.
Uma alternativa, um pouco mais apurada, foi determinar a quantidade de proteina para
cada poco, e assim expressar 0s valores como atividades especificas.

Para tanto, realizou-se um novo experimento, utilizando-se 0 modo de inducéo
C e determinando-se a concentragdo de proteinas pelo método de Bradford, como
descrito no item 4.4.2. Na Figura 20, é mostrada a variacdo de atividade especifica

para 0 modo de inducéo C em microplacas.
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FIGURA 19 - EXPRESSAO DA LIPASE DE Burkholderia cepacia POR Escherichia
coli XL-1 BLUE EM MICROPLACAS
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TABELA 10— VALORES DA MEDIA DE ATIVIDADE E DO DESVIO PADRAO
OBTIDO PARA CADA MODO DE INDUCAO EM
MICROPLACAS — ANALISE DE VARIACAO POR ATIVIDADE
LIPOLITICA EM RELACAO A D.O. A 595 nm

M édia da Atividade

- XA
Modo deinducdo (MUE)/ D.O. 595 nm

Desviopadrdao % do desvio damédia

A 362,9 94,1 259
B 268,8 106,7 39,7
C 760,6 294,7 38,7

a— aclassificagdo dos modos de indugéo esta de acordo com aquel a apresentada na legenda da Figura
19. Osvalores foram cal culados a partir dos resultados apresentados na Figura 19.

FIGURA 20 - EXPRESSAO DA LIPASE DE Burkholderia cepacia POR Escherichia
coli XL-1 BLUE EM MICROPLACAS - VARIACAO DA
ATIVIDADE ESPECIFICA
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A andise de variacdo obtida para atividade especifica continuou a mostrar os
resultados observados anteriormente. O valor médio de atividade especifica foi igua a
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11,2 mUE/mg de proteina com um desvio padréo de + 4,56 mUE/mg de proteina. Este
valor de desvio corresponde a 40 % do valor da média, o que esta de acordo com a
andlise feita previamente pela atividade lipolitica/D.O.5q5 (Tabela 10).

5.8 EXPRESSAO DA LIPASE DE B. cepacia EM E. coli BL21(DE3) pLysS A
PARTIR DO PLASMIDEO pMMS-1

Quando se trabalhou somente com a lipase selvagem de B. cepacia ndo foi
possivel obter médias de atividade com baixa dispersdo, mesmo testando varias formas
de indugdo, conforme mostrado anteriormente. Uma outra possibilidade para se tentar
amenizar este fator foi subclonar o inserto ompAliphp em um outro vetor de expressao,
com inducéo controlada por outro promotor, que ndo o de choque térmico. Paratal, o
inserto ompAliphp foi subclonado em pET-29a-(+) conforme descrito no item 4.2.7 de
Material e Métodos. Este vetor controla a expresséo de proteinas através do promotor
da RNA polimerase do fago T7. Como mostrado na Figura 21, expressando a lipase e
sua proteina auxiliadora a partir do plasmideo pET29a, maiores atividades foram
obtidas em comparag&o ao plasmideo pT-ompA-LipHp (Figura 13).

Quando aenzimafoi expressa por chogue térmico (utilizando o plasmideo pT-
ompA-LipHp), apds 5 horas de cultivo determinou-se uma atividade de 75 mUE,
enguanto com o plasmideo pMMS-1 com quatro horas de inducéo foram alcancadas
450 mUE. Estes resultados mostraram que, para a expressao da lipase de B. cepacia, 0
promotor para a RNA polimerase T7 foi mais eficiente do que o promotor de chogque
térmico APg, .

Confirmada a expressdo da enzima, a segunda parte consistiu em avaiar a
variacdo da expressdo da lipase em sistemas de 96 pocos. Na Figura 22, é mostrado o

perfil de atividade obtido apds indugdo com doisindutores: IPTG e lactose.



FIGURA 21 — EXPRESSAO DA LIPASE DE Burkholderia cepacia PELA E. coli
BL21 (DE3) pLysS
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Legenda: atividade de hidrolise do pNPP em placas tipo ELISA, de uma cultura de E. coli
BL21(DE3) pLys induzida com IPTG 1 mmol.L™. A — vaores de atividade volumétrica
determinados durante o periodo de inducdo e B — os valores determinados em A, porém, em relacdo a
concentragdo de proteinas de cada amostra.
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FIGURA 22 - EXPRESSAO DA LIPASE DE Burkholderia cepacia PELA E. coli
BL21 (DE3) pLysS EM SISTEMAS DE 96 POCOS
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Legenda: a primeira coluna da placa foi induzida com IPTG 1 mmol.L™ (e), constituindo um controle
positivo. As outras quatro colunas foram induzidas com lactose na concentraggo final de 0,5 % na
cultura(m).

Apesar de ndo se ter encontrado um modo de indugdo que conseguisse gerar
bons niveis de enzima ativa e com boa reprodutibilidade, a selecéo dos candidatos foi
feita com o sistema que se considerou mais robusto e também o mais préatico.

A ateracao no tipo de promotor da enzima também néo foi capaz de diminuir
a dispersdo do valor médio de atividade no sistema. As indugdes com IPTG e com
lactose tiveram porcentagens de desvio na média de 30,4 % e 30 %, respectivamente,
um valor que ainda é considerado muito elevado.

Sendo assim, de todos os modos testados, a indu¢do no modo C com o
plasmideo pT-ompA-LipHp foi 0 selecionado por expressar 0 maior nivel de enzima e
necessitar de apenas um cultivo.

Para expressar a lipase a partir do plasmideo pMMS-1, um pré-cultivo teve
gue ser realizado pois sO foi possivel induzir a expressdo da enzima quando a cultura

ainda estava no inicio da fase exponencia de crescimento. Portanto, uma placa foi
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incubada durante 14 horas e serviu de indculo para um novo cultivo, que foi seguido
atéaD.O. 600 de 0,4.

5.9 MUTAGENESE DO PLASMIDEO pT-ompA-LipHp

Apos ter definido o modo de inducéo da lipase em sistemas de 96 pocos, 0s
mutantes foram gerados para o inicio da selecéo.

Primeiramente, aestirpe de E. coli XL-1 Red foi transformada com pT-ompA-
LipHp e cultivada durante 12 horas, sendo transferida para uma nova cultura a cada 12
horas, durante 4 dias e meio.

Durante as subculturas, amostras foram coletadas para extracdo dos
plasmideos mutagenizados e, também, para determinacdo do nimero de geracdes pela
técnica de Miles-Misra, como descrito no item 4.2.10. Apds a contagem do nimero de

geragOes foram obtidos os perfis mostrados na Figura 23.

FIGURA 23 — NUMERO DE GERACOES DURANTE AS SUBCULTURAS DE E.
coli XL-1 RED
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Legenda: nimero de geracfes contadas através da técnica de Miles-Misra confrome descrito em
Material e Métodos.
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No término das subculturas, o nimero total foi de 114 geracfes. Acredita-se
gue este nUmero seja o suficiente para obtencdo de uma grande biblioteca de mutantes,
j&que com o protocolo padréo desta estirpe € possivel obter mutantes somente com 12
horas de cultivo. Os plasmideos da ultima subcultura (correspondente a 108 h) foram

extraidos e transformados em E. coli XL-1 Blue parainicio da selecéo dos mutantes.

5.10 ANALISE DA BIBLIOTECA GERADA POR MUTAGENESE COM E. coli
XL-1RED

Apés a transformagdo da Ultima subcultura, as col6nias foram cultivadas em
placas de Petri contendo LA e ampicilina, durante 12 h a 37 °C. Ent&o, vérias colbnias
foram coletadas e inoculadas nas microplacas contendo meio LB e ampicilina. Apés a

inducéo da expressdo da lipase a atividade lipolitica foi dosada, sendo os resultados

apresentados na Figura 24.
FIGURA 24 — ANALISE DOS CANDIDATOS GERADOS PELA
TRANSFORMACAO DE pT-ompA-Lip-Hp
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Os mutantes que apresentaram valores de atividade mais afastados da média,
tanto para maior ou menor atividade, foram selecionados para posterior confirmacéo
da atividade, ou sgja, pararealizacdo de um cultivo em frascos de vidro.

Os resultados apresentados na Figura 24 foram obtidos da andlise de trés
microplacas com 88 col6nias cada. As analises foram sempre feitas em grupos de trés
microplacas até totalizarem um pouco mais do que 1.000 coldnias analisadas. Em cada
placa, quatro pocos foram reservados para a lipase selvagem, e a sua média de
atividade serviu como um valor de referéncia. O critério de selecdo dos mutantes foi
calculado a partir da média da lipase selvagem, descontando ou acrescendo o desvio
padréo da média, multiplicado por dois. Este artificio fez com que apenas os valores
mais af astados da média fossem col etados.

Apobs a selecdo pelos valores de atividade lipolitica, duas placas estoques, em
glicerol 50 %, foram feitas tanto com os candidatos positivos (aumento de atividade),
guanto os negativos (decréscimo de atividade). Os candidatos positivos foram
crescidos em 3 mL de meio LB e induzidos como descrito no item 4.1.4.1 da secéo
Material e Métodos, para confirmag&o dos resultados.

Os valores de atividade foram expressos como atividades volumétricas e
especificas, e um controle positivo com a lipase selvagem foi utilizado para
comparacdo. Na Figura 25, € mostrado o perfil de atividade dos 40 primeiros

candidatos pré-sel ecionados no screening em microplacas.
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FIGURA 25 — PERFIL DE ATIVIDADE ESPECIFICA DE 40 CANDIDATOS
POSITIVOS PREVIAMENTE SELECIONADOS
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Legenda: as duas primeiras colunas correspondem a atividades especificas obtidas para a lipase
selvagem. As atividades especificas de hidrolise do pNPP foram determinadas em placas tipo
Elisa

A média de atividade especifica para a lipase selvagem correspondeu a 26
mUE/ ug de proteina (+ 3,4). Quatro candidatos apresentaram atividades especificas
acima deste nivel: 38,1; 42,8; 34,4 e 41,2 respectivamente. Estes candidatos foram
sel ecionados para estudos posteriores.

Os candidatos selecionados foram nomeados como M1, M2, M3 e M4, e
passaram por mais uma etapa de confirmagao das atividades, sendo que cada candidato
foi cultivado e induzido, em cinco cultivos independentes, conforme descrito no item
4.3.1 de Materia e Métodos.

Apesar de todos os candidatos terem apresentado, na primeira etapa de
selecdo, maior atividade que a lipase selvagem, estes mesmos candidatos tiveram
atividades muito baixas na etapa de confirmagéo das atividades. Este fato pode ser
justificado pela ocorréncia de falsos-positivos durante a reacdo, ja que o substrato

PNPP pode sofrer agdo de outros compostos e hidrolisar espontaneamente.
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FIGURA 26 — PERFIL DE ATIVIDADE ESPECIFICA DOS CANDIDATOS
POSITIVOSM1, M2, M3 E M4
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Legenda: as atividades especificas de hidrdlise do pNPP foram determinadas em placas tipo
Elisa

As médias de atividade especifica foram iguais a 34 + 2,1 (lipase selvagem),
31+18(M1), 34 +1,7(M2),3L+3(M3)e26+ 11 (M4 mUE/ ug de proteina.
Sendo assim, as atividades especificas obtidas previamente para os candidatos néo se
mostraram superiores a atividade da lipase selvagem, o que mostra a dificuldade em
selecionar com precisdo um mutante com atividade aumentada.

No entanto, para verificar se a estirpe E. coli XL-1 Red inseriu aguma
mutagdo nos genes da lipase e da proteina auxiliadora, reactes de insercéo foram feitas
nos plasmideos dos candidatos M1-M4 e no plasmideo pT-ompA-LipHp. Apenas o
gene selvagem e o candidato M1 foram parcia mente seqlienciados por esta técnica e
os resultados ser&o apresentados a seguir.

Apesar da tentativa para obter mutantes com atividade aumentada n&o ter sido
bem sucedido, quando se cultivou as cepas em frascos de vidro, dois candidatos
negativos (M5 e M6) foram confirmados através de suas atividades especificas, como

mostrado na Figura 27.
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FIGURA 27 — PERFIL DE ATIVIDADE ESPECIFICA DOS CANDIDATOS
NEGATIVOS M5 E M6.
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Legenda: as atividades especificas de hidrdlise do pNPP foram determinadas em placas tipo
Elisa

Os resultados mostraram que, houve uma reducdo considerével da atividade
especifica quando esta foi comparada a atividade da lipase selvagem para os dois
candidatos. O candidato M5 apresenta cerca de 8,8 vezes menos atividade que a lipase
selvagem, engquanto que com o candidato M6 nenhuma atividade pode ser detectada.
Com base nestes resultados foi possivel afirmar que estes dois mutantes tenham
sofrido algum tipo de mutagdo deletéria.

5.11 ESTABILIDADE DA LIPASE DE B. cepacia A 60 °C EM MICROPLACAS

Um avo bastante importante para a evolugdo de biocatalisadores € a
termoestabilidade. Enzimas que mantenham suas propriedades cataliticas, porém, mas
resistam a temperaturas por mais tempo, sdo extremamente atrativas do ponto de vista

econdmico e da aplicacéo.
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Nesta secdo serd apresentado um ensaio preliminar para se avaliar a
possibilidade de utilizar a incubacéo a 60 °C como uma condi¢do de screening para
termoestabilidade. Resultados preliminares da Amano (Nagoya, Japéo), empresa que
comercializa alipase de B. cepacia e que primeiramente a caracterizou, mostraram que
esta lipase perde cerca de 50 % da sua atividade apds 1h de incubagdo a 60 °C
(AMANO ENZYMES, 2005). Portanto, um ensaio com incubagdo durante 2 h a60 °C
foi utilizado para selecionar mutantes com melhor termoestabilidade. Este tempo de
incubagdo seria suficiente para reduzir bastante a atividade da lipase, sendo que
gualquer mutante que apresentasse uma atividade mais elevada do que a da lipase
selvagem, poderia ser facilmente distinguindo dos demais. No entanto, como mostrado
na Figura 28, mesmo avaliando apenas a lipase selvagem, a enzima presente na grande
maioria dos pogos manteve a atividade.

Este resultado mostra que a enzima n&o sofreu agdo desnaturante do calor na
temperatura de 60 °C, sendo que o valor médio de atividade residual foi igual a 190 %,
aé mesmo mostrando que alguns pogos tiveram um aumento da atividade.
Previamente, ja havia sido observado que no sistema de microplacas, incubando-as a
60 °C sO depois de 1 h a temperatura em cada pogo atinge 60 °C. Isto ndo justifica
inteiramente o resultado apresentado, pois, como o tempo de incubacdo foi mantido
por mais 1 hora, de acordo com os resultados apresentados pela Amano, a lipase
deveria perder pelo menos cerca de 50 % da sua atividade inicial. No entanto, foram
utilizadas células inteiras de E. coli parafazer este experimento e que a maior parte da
enzima estava contida no espaco intermembranas da bactéria, ja que esta lipase néo é
transportada para o espaco extracelular em E. coli (QUYEN; SCHMIDT-DANNERT;
SCHMID, 1999). Assim, € possivel sugerir que o fato da enzima estar protegida pelo
espaco intermembranas pode ter amenizado o efeito de desnaturagdo pelo

agueci mento.
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FIGURA 28 — ATIVIDADE RESIDUAL DA LIPASE DE B. cepacia APOS 2
HORAS DE INCUBACAO A 60 °C EM MICROPLACAS
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Legenda: os valores de atividade residua (%) representam uma razéo das atividades de
hidrolise do pNPP ap6s 2 h e no inicio daincubacéo.

Com as observactes apresentadas, optou-se por ndo utilizar este método para

selecdo de mutantes gerados pela E. coli XL-1 Red.

5.12 ESTABILIDADE DA LIPASE DE B. cepacia EM SOLVENTES MISCIVEIS
EM AGUA

Primeiramente, foram testados os seguintes solventes miscivels em agua: n-
propanol, etanol, metanol, acetona, acetonitrila e DMF (N,N’-dimetil formamida). As
atividades residuais, apés 2 h de incubacdo em presenca dos solventes, foram
calculadas como porcentagens da atividade ap0s incubacdo na auséncia de solvente.
Os resultados das atividades residuais obtidas com a lipase selvagem para cada

solvente estdo dispostos na Tabela 11.
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TABELA 11 - ATIVIDADE RESIDUAL DA LIPASE DE Burkholderia cepacia
APOS INCUBACAO EM SOLVENTES ORGANICOS MISCIVEIS

EM AGUA?
Solvente Orgénico Atividade Residual (%)

Etanol 209

Metanol 206

Propanol 131

Acetonitrila 45

DMF 38

Acetona

Z€ero

a - asuspensdo de células foi incubada durante 2 h a 30 °C em misturas de solventes a 80 % com H,O
(v/v), com agitacdo de 160 rpm. As atividades residuais foram determinadas pelo método de hidrdlise
do pNPP em placas de 96 pogos. As atividades sdo expressas como percentagens das atividades
obtidas ap6s aincubagio da suspensio em tampao Tris-HCI, 50 mmol.L™; pH 8,0.

Para todos os dcoois testados observou-se um aumento na atividade apos o
periodo de incubacdo, sendo a atividade residual superior em 31 % para 0 n-propanol,
o etanol 109 % e para 0 metanol 106 %. A causa parata efeito ndo foi determinada.
Entretanto, pode-se sugerir que a presenca do solvente pode contribuir para aumentar a
solubilidade do substrato durante o ensaio. A acetonitrila e o DMF reduziram a
atividade da enzima, sendo que a atividade residual com a acetonitrila foi de 45 % e
com DMF de 38 %. Ambos solventes sdo classificados como solventes apréticos. O
solvente mais agressivo para a lipase foi acetona, pois ap0s a incubacdo nenhuma
atividade foi detectada. No entanto, durante os ensaios, observou-se que a acetona
atacava as placas de poliestireno utilizadas para a determinacdo de atividade. Portanto,
este solvente foi excluido para a continuidade do trabal ho.

Como hipéteses para escolha do solvente restaram, portanto, apenas a
acetonitrilae o DMF. Optou-se por trabalhar com o DMF para a selecéo dos mutantes.
Na literatura, ha um trabalho em que os autores obtiveram mutantes de uma protease
resistente a0 DMF através de evolugdo dirigida (CHEN; ARNOLD, 1993). Além
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disso, outra possibilidade seria testar os mutantes resistentes ao DMF em outros
solventes como acetonitrila, DM SO e solventes ndo-polares.

Apbs a decisdo de se utilizar o DMF como condicdo de selecdo, outras
concentracbes de DMF em mistura com &gua foram testadas. Como mostrado na
Figura 29, quando a cultura foi incubada em DMF 50 % (v/v), observou-se uma
reducdo da atividade residual para 66 %. No entanto, quando a mesma cultura foi
incubadaem DMF 60 % (v/v) ndo foi observado o mesmo efeito, pois ndo houve perda
da atividade durante a incubagdo. Em concentragtes de 70, 80 e 90 %, houve uma
perda gradual da atividade, sendo igual a 40, 87 e 0 %, respectivamente para cada
condicéo.

Com estes resultados, optou-se pela concentragdo de 80 % de DMF para
posterior selecdo de mutantes resistentes a este solvente. A concentracdo de 90 %
MOostrou-se muito agressiva; portanto, a selecéo de um mutante que se adapte a esta
condicdo tornar-se-ia mais dificil. Uma abordagem mais razoavel seria selecionar
mutantes em condi¢des mais brandas, e apos, sujeitéd-los a condigdes mais agressivas,
como o0 DMF a 90 %. Embora também se tenha observado uma desnaturacéo
significativa com 70 % de DMF, seria possivel que nesta faixa de atividade fossem
encontrados falso-positivos gerados por variagdo na indugcdo da enzima. Porém,
trabalhando na faixa de 20 a 10 % de atividade residual, como a obtida para 80 % de
DMF, a selecdo dos mutantes poderia ser mais satisfatoria, pois valores na faixa de 50
% a 100 % de atividade residual sugeririam fortemente a presenca de uma enzima

mel hor adaptada a condicéo.
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FIGURA 29 — ATIVIDADE RESIDUAL DA LIPASE DE Burkholderia cepacia
APOS INCUBACAO EM DIFERENTES CONCENTRACOES DE
DMF

Atividade Residual (%)

50 60 70 80 90
% de DMF (v:v)

Legenda: ne — ndo existente.

5.13 DESENVOLVIMENTO DO ENSAIO ENZIMATICO COM MUF-BUTIRATO

Como apresentado anteriormente, 0 método de hidrdlise do pNPP mostrou boa
reprodutibilidade quando a cultura foi feita em frascos agitados e a atividade também
foi dosada apds o cultivo em placas de 96 pogos (Figura 17). No entanto, algumas
caracteristicas foram observadas durante os ensaios. @ mesmo no controle somente
com o substrato e tampéo, foi observada, algumas vezes, a hidrélise do pNPP, o que
poderialevar a selecéo de falso-positivos; b) a mistura de pNPP com o tampé&o néo era
totalmente homogénea, formando uma solucéo turva semelhante a uma emulséo que,
por sua vez era dificil, de ser obtida homogeneamente evitando a precipitacéo do
substrato e c) trabalhando com concentragfes reduzidas da enzima, 0 ensaio com 0
pNPP demandava até 1 hora para ser concluido. Estes fatores fizeram com que uma
nova forma de determinacdo da atividade lipolitica fosse pesquisada para substituicdo

do ensaio do pNPP no decorrer do trabal ho.



77

No primeiro momento, para selecdo dos mutantes de forma qualitativa,
empregaram-se métodos classicos de screening de atividade lipolitica. Os métodos
aplicados foram: (1) método de hidrélise datributirina, que é desenvolvido em meio de
cultura solido observando o halo de hidrdlise em volta das col6nias que expressam
lipases (ATLAS, 1996) e (2) méodo de hidrdlise da trioleina na presenca de
Rodamina B. Neste caso, o &cido oléico liberado pela hidrolise enzimética é capaz de
formar um complexo fluorescente com a Rodamina B, que pode ser visualizado
irradiando as placas com luz UV (KOUKER; JAEGER, 1987).

O primeiro método quando testado demonstrou ser perfeito para aplicacdo na
selecdo de mutantes. As suas principais vantagens foram que a elaboragdo do meio era
mais simples e as colbnias ndo precisavam ser irradiadas com luz UV. Entretanto, o
fato de as colbnias de E. coli XL-1 Blue (ndo transformadas) também apresentarem
halos de hidrdlise fez com gque este método fosse descartado. Como a tributirina ndo é
um substrato especifico para lipases, sugere-se que o background apresentado no
controle negativo possater ocorrido por ag&o de outras enzimas tais como as esterases.

O método com o corante Rodamina B apresentou desvantagens que foram
observadas no decorrer dos ensaios. (a) as colOnias precisavam ser irradiadas
diretamente com luz UV (365 nm) e (b) quando a trioleina era misturada com 0 meio
solido, observava-se a formagdo de gotas de 6leo que nem sempre se espalhavam
uniformemente.

Quando as coldnias sdo irradiadas diretamente por luz UV, o risco de danos
celulares é eminente; sendo assim, tanto em nivel molecular quanto fisioldgico, seria
arriscado trabalhar com colénias que tenham sido irradiadas, j& que ndo € possivel
garantir aintegridade das células apos este tratamento.

A ma distribuicdo da trioleina, quando misturada com o meio LB solido fez
com gue fossem observados halos de hidrélise apenas onde existiam agregados de
0leo. Com isso, muitas colénias que cresciam numa regido onde ndo havia nenhum
destes agregados poderiam ser erroneamente classificadas como ndo lipoliticas.
Portanto, este método também se mostrou inadequado para a selecdo dos mutantes.

PRIM et a. (2003) publicaram um método para a determinac&o da atividade de

lipases usando substratos fluorogénicos tais como o MUF-butirato (butirato de 4-metil-
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umbeliferila). O MUF-butirato € um composto fluorogénico obtido pela esterificacéo
de 4-metil-umbeliferona com acido butirico. O principio deste método baseia-se na
determinacdo indireta da atividade enzimética através do aumento de fluorescéncia
gerado pelo produto de hidrélise, a 4-metil-umbeliferona. Este composto também é
nomeado como 7-hidréxi-4-metil cumarina, fazendo parte de um importante grupo de
fitocompostos. As cumarinas, quando excitadas a 365 nm emitem uma forte
fluorescéncia azul em 450 nm e em pH acalino (ao redor de 10) a fluorescéncia
emitida tornase mais intensa (MOLECULAR PROBES - INVITROGEN
DETECTION TECNOLOGIES, 2004). Porém, estudos prévios realizados com
substratos conjugados a 4-metil-umbeliferona mostraram que, durante a reacéo, ja é
possivel observar o aumento de fluorescéncia em pH acima de 6,5 (GODDARD;
REYMOND, 2004).

As principais vantagens do método segundo PRIM et a. (2003) sdo a
sensibilidade, a rapidez e a ssimplicidade na triagem de microrganismos lipoliticos. De
fato, utiliza-se uma quantidade reduzida de substrato, além deste ser totalmente solGvel
em tampdes aguosos, 0 que representa uma ampla vantagem em relagdo aos outros
métodos que utilizam triacilglicerdis ou ésteres de acidos graxos pouco sollveis em
solugdes aquosas.

Considerando estas observagtes, buscou-se uma forma alternativa de screening
utilizando o substrato MUF-butirato. Para tal, determinou-se a atividade lipolitica,
através da quantificacéo de fluorescéncia, das imagens capturadas durante o ensaio. O
aumento de fluorescéncia representa a hidrélise do MUF-butirato e o surgimento do
agente fluorogénico 4-metil-umbeliferona.

Os resultados que seréo apresentados a seguir descrevem como se observou a

possibilidade de utilizac&o da andlise de imagens para validacéo desta técnica.

5.13.1 Determinacdo Qualitativa da Hidrolise de MUF-Butirato

Os primeiros testes realizados com o MUF-butirato mostraram que, nos pocos
onde foram adicionadas aliquotas de cultura liquida de E. coli expressando a lipase de

B. cepacia, desenvolveu-se fluorescéncia azul quando a placa era irradiada com luz
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UV a 365 nm (Figura 30). Este era um resultado que indicava a ocorréncia de hidrolise
do MUF-butirato. Nos pogos que continham apenas tampao TrissHCI junto com o
substrato ou cultura de células que ndo continham o plasmideo, ndo se observou a
mesma fluorescéncia. Portanto, verificou-se a partir destes resultados, que seria
possivel utilizar o acompanhamento da hidrélise do MUF-butirato em placas de 96

pocos para a andlise qualitativa da biblioteca de mutantes.

5.13.2 Determinacdo Quantitativa da Hidrdlise de MUF-butirato por uma Lipase de
Referéncia

Para validar o ensaio de forma quantitativa, foi utilizada primeiramente, uma
preparacdo comercial da lipase de Thermomyces lanuginosa, (Lipolase® TM,
Novozymes Latin America, Curitiba, Brasil). A quantificagdo foi realizada pela
medida das unidades arbitrérias de fluorescéncia das imagens, denominadas como
UAF.

FIGURA 30— ANALISE QUALITATIVA DA HIDROLISE DE MUF-BUTIRATO
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Legenda: Coluna 1, controle do substrato; colunas 2 e
3, ensaio enzimético e colunas 4 e 5, controle negativo
com culturas de E. coli XL-1 Blue. Controle do
substrato: 50 pL de tamp&o Tris-HCI 50mmol.L™; pH 8
e 150 puL de MUF-butirato 100 pmol.L™. Ensaio
enzimatico: volumes crescentes do meio de cultura
contendo lipase, de 5 a 50 uL, , foram diluidos para
volumes finais de 50 pL com tampédo TrissHCl 50
mmol.L™. O ensaio foi desenvolvido com 150 pL de
MUF-butirato 100 umol.L™. Controle negativo:
executado da mesma maneira que o ensaio, no entanto
substituiu-se a cultura expressando a enzima por uma
cultura de E. coli XL-1 Blue ndo transformada com o
pT-ompA-LipHp.
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5.13.2.1 Efeito da concentracdo de enzima

Primeiramente foram testadas dilui¢bes da lipase de Thermomyces lanuginosa
com concentracdes de proteina total de 4.500 e 8,9 ug.mL™, conforme determinado
pelo método de BRADFORD (1976). Os resultados da Figura 31 mostram gque com
uma concentracdo de proteina tdo alta quanto 4,45 mg.mL™, apds 4 min de reaco foi
aingido o valor maximo de fluorescéncia (55 x 10°. Por outro lado, com
concentragdes de proteina reduzidas (8,9 png.mL™), foi possivel acompanhar a reacéo
durante 18 min, atingindo um valor méximo de densidade pticaigual a4,5 x 10°.

Optou-se assim, por ensaiar uma série de diluigdes da enzima, compreendendo
concentracdes de proteinade 0,55 a 8,9 pg.mL ™, no intervalo de tempo de até 2 min.

Como esperado, os resultados mostraram que as maiores concentraces de
enzima catalisaram maior liberagdo de 4-metil-umbeliferona e, por conseqliéncia,
renderam maiores valores de DO quantificada na andlise das imagens (Figuras 32 e
33).

Na Figura 33, observa-se que, durante a reacdo, as diluicdes que contém uma
maior concentracdo da enzima apresentam maior fluorescéncia quando comparadas
com as dilui¢des de baixa atividade lipolitica.

Uma andlise de comparacdo entre a atividade lipolitica e a concentracdo de
enzima foi entéo realizada. Como mostrado na Figura 34, um comportamento linear
pode ser observado.

A principal vantagem deste método € a de poder determinar de forma rapida e
precisa a velocidade inicial de lipases, mesmo em concentracbes de enzima

rel ativamente baixas.
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FIGURA 31— ANALISE QUANTITATIVA DA HIDROLISE DE MUF-BUTIRATO
PELA LIPASE DE Thermomyces lanuginosa
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Legenda: os ensaios foram desenvolvidos em pH 8,0 a 24 °C. Concentragdes de proteina: () — 4.450
pg.mL™; (+) — 8,9 pg.mL™. Controles: (s) — controle da enzima (4.450 ug.mL™) e (m) — controle do
substrato (MUF-butirato a 100 pmol.L™).
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FIGURA 32 - DETERMINACAO DA VELOCIDADE INICIAL DA HIDROLISE
DE MUF-BUTIRATO PELA LIPASE DE Thermomyces lanuginosa
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Legenda: os experimentos foram realizados com 100 pmol.L ™ de MUF-butirato, em pH 8,0 a 24 °C.
Concentracdo de proteina: (W) — 8,9 ug.mL™; (¢) — 4,45 ugmL™%; («) — 2,2 pgmL™; () - 1,1
pg.mL*e(e)-0,55pg.mL™
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FIGURA 33 — IMAGENS CAPTURADAS PARA A DETERMINACAO DA
ATIVIDADE INICIAL DA LIPASE DE Thermomyces lanuginosa
FRENTE AO MUF-BUTIRATO
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Legenda: a linha superior mostra os ensaios feitos com diferentes dilui¢des da lipase de Thermomyces
lanuginosa, com concentracdes decrescentes de 8,9 png.mL™, 4,45 ug.mL™; 2,2 pg.mL 1,1 pgmL? e
0,55 pg.mL ™ de proteina total, da esquerda para a direita. No primeiro pogo desta linha esté o controle
do substrato. A linha inferior foi reservada ao controle da enzima, contendo as amostras de enzima,
porém na auséncia do substrato.
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FIGURA 34 - COMPARAGAO DA VELOCIDADE DE REACAO COM A
CONCENTRAGAO DE PROTEINA TOTAL
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Legenda: as velocidades de reacdo foram obtidas por regressdo linear das retas obtidas na Figura 32. A
inclinacdo de cada reta corresponde a velocidade da reagdo em unidades de UAF por segundo de

reacéo.

5.13.3 Andise Qualitativa de Atividade Lipolitica Utilizando Colbnias de E. coli
Expressando a Lipase de B. cepacia

A andlise de colbnias diretamente do meio solido é uma abordagem
interessante, pois aumenta o rendimento das analises, possibilitando a descoberta e/ou
0 isolamento de enzimas melhoradas mais rapidamente do que no cultivo em
microplacas. No caso deste trabalho, enquanto em uma microplaca foi possivel
analisar no maximo 88 colbnias, em uma placa de Petri de 12 cm de didmetro, seria
possivel analisar entre 200 a 300 colbnias. Seguindo esta l6gica, PRIM et al. (2003)
publicaram um método simples e bastante préatico para a determinagdo de
microrganismos lipoliticos crescendo em meio solido, através do uso de substratos
fluorogénicos como o MUF-butirato. Utilizando este trabalho como base, foram feitos
alguns testes para tentar reproduzir os resultados publicados por PRIM et al. (2003).
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Primeiramente, quando se tentou reproduzir a técnica inteiramente como havia
sido publicada, dois problemas foram observados. (a) 0 meio solido Luria-Bertrani
apresentava um ato background, observado através de fluorescéncia azul ao ser
irradiado com luz UV a 365 nm e b) quando se cultivou apenas E. coli XL-1 Blue n&o
transformada com o plasmideo pT-ompA-LipHp, foi observada uma fluorescéncia azul
gue impedia distinguir entre as colénias que expressavam a enzima e 0 controle
negativo. Com estas primeiras observagOes, concluiu-se que tanto 0 meio como as
colbnias de E. coli XL-1 Blue interferem no ensaio proposto. Portanto, optou-se por
desenvolver uma estratégia que isolasse a interferéncia do meio e das proprias coldnias
bacterianas. Nesta abordagem, as col6nias foram transferidas para um papel defiltro e,
apos ainducdo da expressdo da lipase, revel ou-se as regides de atividade colocando o
papel em contato com o substrato. Desta maneira, foi possivel isolar o background que
era observado com as coldnias de E. coli XL-1 Blue sem deixar de detectar as col6nias
gue expressavam alipase.

Na Figura 35, sd mostradas duas imagens capturadas apos a revelagdo com
MUF-butirato utilizando a técnica de PRIM et al. (2003) modificada. Quando as
colbnias de E. coli expressaram alipase de B. cepacia, halos de luminosidade puderam
ser observados apés a revelacdo. Estes halos representam regides com maior
guantidade do agente fluorescente 4-metil-umbeliferona livre, ou sgja, regides de
atividade lipolitica. Porém, quando as col6nias ndo expressaram a lipase, nenhum halo

de fluorescéncia pode ser observado, indicando auséncia de atividade lipolitica.
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FIGURA 35 — IMAGENS DOS ENSAIOS REALIZADOS COM COLONIAS DE
Escherichia coli EXPRESSANDO A LIPASE DE Burkholderia
cepacia

A — controle negativo: apenas coldnias de E. coli XL-1 Blue ndo transformadas com o plasmideo pT-
ompA-LipHp. B — controle positivo: ensaio a partir de coldnias de E. coli que expressavam a lipase
selvagem de B. cepacia. Ambas colénias foram crescidas em meio LA contendo tetraciclina no caso A
e ampicilinano caso B.

O fato das col6nias de E. coli XL-1 Blue apresentarem fluorescéncia azul apés
entrarem em contato com o substrato MUF-butirato € dificil de ser explicada. Pode se
tratar de uma atividade hidrolitica residual constitutiva da cepa, pois quando se tentou
utilizar outro meio sdlido com agar e tributirina para screening, também se observava
certa atividade desta estirpe frente a este substrato.

Estirpes de E. coli com atividade lipolitica ja foram descritas na literatura. No
entanto, até o presente momento a estirpe E. coli XL-1 Blue ndo foi estudada quanto a
expressao destas enzimas.

Resultados desta dissertagcdo sugerem fortemente que esta estirpe ndo possuii
atividade lipolitica, pelo menos nas condigBes utilizadas para o seu crescimento
(Figura 16). Quando o meio saturado com células de E. coli XL-1 Blue foi ensaiado
pela hidrélise do pNPP (palmitato de p-nitrofenila), nenhuma atividade foi detectada.
Mesmo quando a cultura saturada foi ensaiada pela hidrélise do MUF- butirato
também nenhuma atividade foi detectada (Figura 30). Ambos resultados mostram um
achado bastante interessante, ou sgja, apenas quando a estirpe esta crescendo em meio
solido apresenta ainterferéncia relatada.

Existem aguns trabalhos na literatura que utilizam diretamente as col6nias de

bactérias para fazer o screening de enzimas que sofreram alguma mutacéo benéfica.
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CHEN e ARNOLD (1993) utilizaram a transferéncia de colbnias de Bacillus subtilis
para membranas de nitrocelulose para screening de possiveis variantes da protease
subtilisna E resistentes a DMF. Mais recentemente, SONG e RHEE (2001)
selecionaram mutantes da fosfolipase A1 de Serratia sp. MK1 resistentes a DM SO,
através de um ensaio diretamente com coldnias de E. coli XL-1 Blue imobilizadas em
membranas de nylon e expressando estas enzimas modificadas. O método baseia-se na
reacéo da enzima frente ao seu substrato, a fosfatidilcolina, na presenca de 30 % de
DMSO. A medida que a enzima hidrolisa a fosfatidilcolina, halos transparentes
surgem no meio solido indicando que aqueles mutantes provavelmente mantém a
atividade apos incubacdo com o solvente organico.

Com estas abordagens de screening, associadas a0 uso de equipamentos
automatizados, para coleta de coldnias e pipetagem de solucdes, a demanda de tempo

para a selecdo de novos biocatalisadores é reduzida significativamente.

5.14 APLICACAO DO ENSAIO LIPOLITICO COM MUF-BUTIRATO PARA
ISOLAMENTO DE LIPASE RESISTENTE A DMF

A biblioteca de mutantes da lipase de B. cepacia gerada por mutagénese
aleatdria foi testada frente a resisténcia a DMF 80 % em agua. Como havia sido
determinado pelos experimentos de resisténcia da lipase selvagem frente a alguns
solventes polares, a enzima apresentou baixa estabilidade em solugdes de DMF 80 %
(v/v) apds 3 h de incubagdo (Figura 29).

A rapidez na determinagdo e também a facilidade na manipulagdo durante o
ensaio fez com que para selecéo destes mutantes fosse aplicado o ensaio com MUF-
butirato;, desenvolvido durante este trabalho. Uma das principais vantagens que
puderam ser observadas durante 0 ensaio, foi a captura de imagens das microplacas,
pois todos os pocos foram analisados a0 mesmo tempo. Quando o leitor de
microplacas foi utilizado, como no ensaio de hidrdlise do pNPP, aleituratotal da placa
leva em torno de 45 segundos o que impedia que o inicio e término da reacdo fossem

determinados com precisao.
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Além disso, o software utilizado para andlise das imagens dispde de uma saida
para arquivos de extensdo xls que sdo manipulados em planilhas eletrénicas do tipo
Microsoft EXCEL®. Com este artificio a manipulacéo dos dados e sua andlise tornam-

se significativamente mais rapidas e préticas.

5.14.1 Primeiro Screening da Biblioteca de Mutantes Frente aDMF 80 %

Primeiramente, para se testar a estratégia de selecdo dos possiveis mutantes,
apenas 384 transformantes do ultimo ciclo de mutagénese (apds 108 h de cultivo com
a E. coli XL-1 Red) foram analisados. As col6nias foram crescidas e induzidas como
descrito nas secbes 4.1.4.3 e 4.3.1 de Materia e Métodos. Apds indugcdo foram
transferidas para microplacas contendo DMF 80 % e incubadas por 3 horas, como
descrito na secdo 4.3.8. As atividades lipoliticas frente a0 MUF-butirato foram
determinadas (em placas tipo ELISA) no tempo zero e apds 3 horas de incubacéo.
Através da andlise de atividade residua em DMF 80 %, apGs o primeiro screening,
seis candidatos foram selecionados. Na Tabela 12, sGo mostradas as atividades

residuais obtidas para cada candidato.
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TABELA 12 — ATIVIDADES RESIDUAIS DOS CANDIDATOS SELECIONADOS
NO PRIMEIRO SCREENING APOS INCUBACAO EM DMF 80 %

Candidato Atividade Residual (%)
M7 40
M8 45
M9 51
M10 41
M11 52
M12 60

A atividade residual da lipase selvagem neste caso foi igual azero.

5.14.2 Segundo Screening — Confirmacdo dos Candidatos

Nos ensaios acima, 0 volume maximo nas microplacas era de 200 uL, e a
guantidade de enzima por poco era de 20 ulL, adicionada de 180 uL de DMF, para
atingir 80 % (v/v) do solvente. Como quantidades reduzidas de enzima poderiam
aumentar a chance de erros no ensaio foi realizado um novo experimento para
confirmacdo das atividades residuais mostradas na Figura 36. Os candidatos foram
testados em volumes finais de 1 mL, com 100 pL da cultura contendo a enzima. Além
disso, sabia-se que a expressdo da lipase obtida nas microplacas era menor do que
guando a cultura era crescida e induzida em frascos de vidro. Sendo assim, os
candidatos foram previamente cultivados em 3 mL de meio LB e induzidos a partir
desta cultura, e em seguida submetidos a incubacdo com DMF por 9 h e dosagem da
atividade residual .
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FIGURA 36 - PERFIS DE ATIVIDADE RESIDUAL DOS CANDIDATOS
SELECIONADOS APOS INCUBACAO EM DMF 80 %
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(m) — lipase selvagem; () — candidaio M7; («) — M8; (v ) — M9; () — M10; (+) - M11 e (x) —
M12.

Os resultados mostraram que em geral ndo houve diferenca significativa entre
os candidatos testados e a lipase selvagem (Figura 36). Observando-se os perfis de
decaimento da atividade ao longo do tempo, verificase que, apds seis horas de
incubagdo, o candidato M 12, manteve a atividade residual |levemente superior a lipase
selvagem e até mesmo exibindo uma pequena ativagdo no tempo de nove horas em
relacdo ao Ultimo ponto. Estes resultados fizeram com que este candidato fosse mais
uma vez testado juntamente com a lipase selvagem servindo de controle no
experimento seguinte.

Os resultados do segundo experimento para confirmagdo dos perfis de
atividade residual para a lipase selvagem e o candidato M 12 apés 12 h de incubacéo
em DMF 80 % ndo mostraram diferenca entre a atividade residual da lipase selvagem
e do candidato testado (44,5 % e 42,6 % para a lipase selvagem e o candidato M12,
respectivamente).
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Apesar do insucesso na selecdo de um mutante resistente a condicéo testada,
acredita-se que o sistema de screening aplicado tem potencial para selecdo de novas
lipases. Primeiramente, € preciso considerar que a porcdo da biblioteca analisada é
muito pequena, com apenas 384 colobnias. Outras técnicas, como error prone PCR em
condicbes gustadas para baixas taxas de mutagdo, costumam exigir a andlise de um
grande nimero de coldnias para se obter mutantes com propriedades melhoradas.
CHEN e ARNOLD (1993) andisaram cerca de 4.000 colbnias para isolar uma
protease com melhor desempenho catalitico em presenca de 35 % de DMF. SONG e
RHEE (2001) utilizaram error prone PCR para gerar uma biblioteca de mutantes da
fosfolipase A; e anadlisaram 5.000 col6nias para obterem nove mutantes com
estabilidade aumentada frente a0 DMSO 30 %. Estes séo apenas dois exemplos de
evolucéo dirigida aplicada a estabilizacdo de enzimas em solventes organicos. Outros
exemplos que envolvem enantiosseletividade e termoestabilidade costumam analisar
bibliotecas tdo grandes quanto estas ou até mesmo maiores (REETZ, 2002).

Por outro lado, Lutz e Patrick (2004) publicaram uma revisdo discutindo
novos métodos para evolugdo dirigida, agueles que se baseiam na qualidade e n&o na
guantidade das bibliotecas geradas. De fato, esta € uma tendéncia cada vez maior,
principalmente com a utilizagdo de modelos moleculares para predizer as mutagoes.
Porém, para que estas abordagens possam vir a ter sucesso, algumas propriedades
precisam ser mais bem conhecidas em nivel molecular, como por exemplo, a
estabilizacdo de enzimas em solventes organicos. Como ainda néo € possivel plangar
com precisdo as mutacdes para melhorar esta propriedade, justifica-se o emprego de

uma técnica de mutagéneseal eatoria.
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5.15 ANALISE DE SEQUENCIAMENTO DE DNA

Os genes lip e hp foram seqlienciados a partir do plasmideo pT-ompA-LipHp

usando oligonucleotideos sintéticos como descrito previamente (item 4.2.9.2, Material
e Métodos).
A sequéncia obtida foi traduzida e alinhada com a lipase de B. cepacia ATCC

21808 anteriormente seqiienciada e depositada com o cédigo 5LIP, no Protein Data

Bank. Na Figura 37, € mostrado o alinhamento entre as duas seqliéncias.

FIGURA 37 — ALINHAMENTO DA SEQUENCIA DA LIPASE DE B cepacia

1.
2.

5
ADNYAATRYP
ADNYAATRYP

*hhkkhkkkkkxk

65
RGEQLLAYVK
RGEQLLAYVK

*hkhkkhkkkkkxk

125
DFVQGVLAYD
DFVQGVLAYD

*hkkhkkhkkkkkxk

185
SAGLGAPGSC
SAGLGAPGSC

*hkkhkkhkkkkkxk

245
LDPSTLALFG
LDPSTLALFG

*hkkhkkhkkkkkxk

305
AEDPVAVI RT
AEDPVAVI RT

*hkhkhkkkkkxx

OBTIDA NESTE TRABALHO E UMA SEQUENCIA DA MESMA
ENZIMA DEPOSITADA NO GENBANK

15 25 35 45 55
I LVHGLTGT DKYAGVLEYW YA QEDLQQR GATVYVANLS GFQSDDGPNG
I LVHGLTGT DKYAGVLEYW YA QEDLQQR GATVYVANLS GFQSDDGPNG

EREEEEEEEEENEEEEEEEEEEIEEEEEEESEEIEEEEEEESEEIESEESEEEEEESE]

75 85 95 105 115
TVLAATGATK VNLVGHSQGG LTSRYVAAVA PDLVASVTTI GIPHRGSEFA
TVLAATGATK VNLVCGHSQGG LTSRYVAAVA PDLVASVTTI GIPHRGSEFA

EEEEEE SRS ENEEEEEEEEEENEEEEEEEEEEIEEEEEEEEEEIESEESEEEEEEE]

135 145 155 165 175
PTGASSTVI A AFVNVFG LT SSSNNTNQDA LAALKTLTTA QAATYNQNYP
PTA.SSTVI A AFVNVFG LT SSSNNTNQDA LAALKTLTTA QAATYNQNYP

R EEEEEEEENEEEEEEREEEENEEEEEEEEEEIEEEEESEREESEINEEEEEEEEEE]

195 205 215 225 235
QTGAPTETVG GNTHLLYSWA GTAI QPTI SV FGVTGATDTS Tl PLVDPANA
QITGAPTETVG GNTHLLYSWA GTAI QPTI SV FGVTGATDTS Tl PLVDPANA

R EEEEEEEENEEEEEEEESENEEEEEEEEEEIEEEEEEESEEEIESESEEEEEEEE]

255 265 275 285 295
TGTVMWNRGS GONDGVVSKC SALYGQVLST SYKWAHLDElI NQLLGVRGAN
TGTVMWNRGS GONDGVVSKC SALYGQVLST SYKWAHLDElI NQLLGVRGAN

R R EEEEEEE NS EEEEREEEEIEEEEEEEEEEIEEEEEEEEEEIESEESEEEEEEE]

315
HANRLKLAGV
HANRLKLAGV

kkkkkkkkkk

Linha 1 e 2 (destacadas em azul) representam a sequiéncia deste trabalho e a obtida do banco de dados
respectivamente. Os asteriscos indicam que os residuos alinhados sdo iguais.
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Com o ainhamento apresentado na Figura 37, observou-se que ndo houve
nenhuma alteracdo na sequéncia de aminoacidos da lipase utilizada neste trabalho,
com a lipase de B. cepacia ATCC 21808, que ja havia sido sequienciada (KORDEL et
al., 1991).

Além disso, com a seqUéncia obtida foi possivel definir a presenca da

sequéncia peptideo sinal OmpA de E. coli, como mostrada na Figura 38.

FIGURA 38 — ALINHAMENTO DA SEQUENCIA PAEF’TI'DEO SINAL OmpA DE
Escherichia coli COM A SEQUENCIA PEPTIDEO SINAL
ENCONTRADA NO SEQUENCIAMENTO DO INSERTO liphp

5 15
1. MKKTAI Al AV ALAGFATVAQ A
2. MKKTAI Al AV ALAGFATVAQ A

*kkhkkkkkkkkk Fhkhkkhkrkkkxkkkx *

Legenda: linha 1 e 2 (destacadas em azul) representam a seqiiéncia deste trabalho e a obtida do banco
de dados respectivamente. Os asteriscos indicam que os residuos alinhados sdo iguais.

Também foi sequienciado o gene hp (ou lif) da proteina auxiliadora foldase. A
sequéncia obtida neste trabalho foi ainhada com a sequiéncia da foldase de B. cepacia
ATCC 21808 que ja havia sido publicada (QUYEN; SCHMIDT-DANNERT;
SCHMID, 1999) (Figura 39).

FIGURA 39 - ALINHAMENTO DA SEQUENCIA DA FOLDASE DE B cepacia
OBTIDA NESTE TRABALHO E UMA SEQUENCIA DA MESMA
PROTEINA DEPOSITADA NO GENBANK

5 15 25 35
1. MIAREGRAPL ARRAWYGW GLAAI AGVAM WSGAGNHRGT
2. MIAREGRAPL ARCAWYGW GLAAI AGVAM WEGAGWHRGT

kkkkhkkhkhhhkkk k*k *hkkhkkhkhhk kkhkkhkkhhkhkkhkkhkkhk khkkkhkkrkhkkhkkxkx

45 55
GTAGELPDAA AAGGAAAAPP
GTAGELPDAA AAGGAAAAPP

kkkkhkhhhkk*k k*hkhkkkkhkhkkkx

65 75 85 95 105 115

. QAALPASTCGL
. QAALPASTCGL

kkkkkkhkkk*kx

125

. RQ AAQLDGT
. RQ AAQLDGT

kkkkkhkhkkk*k

185

. TLGDWSQPFF
. TLGDWSQPFF

PSSLAGSSAP RLPLDAGGHL
PSSLAGSSAP RLPLDAGGHL

kkkkhkhhkhkkk* *hhkkkkhkkhkkkx

135 145
VAQAEAL DVW HRYRAYL DAL
VAQAEALDVW HRYRAYL DAL

kkkkhkhhhkkk* k*hhkkkkhkikkx

195 205

AKSRAVRDFF
AKSRAVRDFF

R I S S

155
AKLRDAGAVD
AKLRDAGAVD

kkkkkkkkk*k

215

GAEQARQRYD LARLKI AQDR TLTDAQKAER
GAEQWRQRYD LARLKI AQDR TLTDAQKAER

DYCLTAQSDL SAAALDAFWV
DYCLTAQSDL SAAALDAFW

kkkkhkhhhkkk*k k*hkhkkkkikkhkkkx

165 175
KSDLGALQLA LDQRASI AYR
KSDLGALQLA LDQRASI AYR

kkkkhkhkhhhkk* k*hkhkkkkkhkkkx%x

225 235
LAALEQQVPA DERAAQQRVD
LAALEQQVPA DERAAQQRVD
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EEE R R EEEEEIEEEEEEEREEEIESEEEEEEEENEEEEEEEEEENEESEEEEEEEEIEESEESEESEEES

245 255 265 275 285 295
1. QURAAI DRI A QLQKSGATPD AVRAQLTQTL GPEAAARVAQ MQQDDASWOS RYADYATQRA
2. QQRAAI DRI A QLQKSGATPD AMRAQLTQTL GPEAAARVAQ MQQDDASWOS RYADYATQRA

EEE R R R R R E RIS EEEEEREEENESESEEEEEESEEEEEREEREESIEESEESEEEEEEIEESEESESESEES

305 315 325 335
1. Q ESAGLSPQ DRDAQ AALR QRTFTKPGEA VRAASLDRGA GSAQ
2. El ESAGLSPQ DRDAQ AALR QRTFTKPGEA VRAASLDRGA GSAQ

chkkkkkkhkkk Ak hkhkhkhkhkkhkk Ak hkhkhkhkhkhkkk Fhkkhkkhkhkhkhkk kxkkx

Legenda: linha 1 e 2 (destacadas em azul) representam a seqiiéncia deste trabalho e a obtida do banco
de dados respectivamente. Os asteriscos indicam que os residuos alinhados sdo iguais.

Os residuos destacados em vermelho, na Figura 39, indicam posi¢cdes onde
foram encontradas alteragbes entre a seqUéncia deste trabalho e a previamente
depositada no GENBANK. Duas substituicbes foram encontradas em relacéo a
sequénciafeitapor Quyen et al. (1999): C13R (uma arginina pelacisteina 13) e E301Q
(uma glutamina pelo glutamato 301).

FIGURA 40 — ALINHAMENTO DAS SEQUENCIAS DOS MUTANTES M5 E M6
COM A SEQUENCIA DA LIPASE E FOLDASE DETERMINADA NESTE
TRABALHO

Mutante M5

WE 20 DKYAGVLEYWG QEDLQQR 40  WI 171 QAATYNQNYPSAGLGAPGSCQT 192
M6 20 DKYAGVLEYWCG QEDLQQR 40  Ms 171 QAATYNQNYPSAGLGAPGSCQT 192

Mutante M6

280 SYKWNHLDEI NQLLGVRGAN 300
280 SYKVWAHLDQ NQLLGVRGAN 300

Legenda: alinhadenominada WT refere-se a sequencia da lipase e fol dase determinada neste trabal ho.
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6 DISCUSSAO

A discussdo deste trabalho sera feita relacionando-se os resultados mais

relevantes, observados em cada topico da se¢do de Resultados.

6.1 VETOR DE EXPRESSAO pT-ompA-LipHp

Os resultados da andlise de restricdo mostraram que de fato o operon liphp
estava flanqueado por dois sitios Ndel e EcoRI, conforme descrito por QUYEN,
SCHMITD-DANNERT e SCHMID (1999). Estes autores haviam descrito que um
bom nivel de atividade lipolitica so foi alcancado quando o gene lip foi fusionando a
sequéncia lider ompA. Por exemplo, foi relatado que a atividade lipolitica por grama
de células era de 293 U/g quando a lipase foi superexpresa a partir do plasmideo pT-
preLip-Hp, que continha a sequéncialider original dalipase de B. cepacia. No entanto,
guando a sequéncia lider da lipase foi substituida pela OmpA de E. coli, a atividade
obtida foi de 547 U/g de células, mostrando uma maior eficiéncia na expressao da
enzima ativa. Além disso, andlises de eletroforese desnaturante mostravam que, com a
sequéncialider original da enzima, menos de 1 % da lipase era expressa, enquanto que
com a sequiéncia lider ompA, cerca de 40 % da enzima foi expressa. Estes resultados
justificaram a insercdo da sequéncia OmpA, pelo grupo do Prof. R. Schmid, para
aumento da expressdo da lipase de B. cepacia.

Segundo o trabalho de QUYEN, SCHMIDT-DANNERT e SCHMID (1999),
foram feitas apenas trés construcdes contendo o operon liphp com sitios Ndel e EcoRl.
A primeira delas foi 0 plasmideo descrito acima - pT-preLip-Hp; a segunda foi o
plasmideo pT-Lip-Hp sem seqiiéncia lider e a Ultima, o plasmideo utilizado neste
trabalho - pT-ompA-Lip-Hp.

Nestas trés construcdes, o inserto contendo o operon liphp varia de tamanho,

como mostrado na Figura 41.
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FIGURA 41 — INSERTOS DE DIFERENTES PLASMIDEOS CONSTRUIDOS POR
QUYEN, SCHMIDT-DANNERT e SCHMID (1999)

A T— N A -

pT-preLip-Hp
pT-Lip-Hp

pT-ompALip-Hp

Pelos resultados da andlise de restricéo obtidos neste trabalho, a possibilidade
do plasmideo ser o pT-Lip-Hp foi descartada, restando apenas duas possibilidades.
Como o ensaio utilizado por QUYEN, SCHMIDT-DANNERT e SCHMID (1999)
para determinacdo da atividade lipolitica ndo foi igual ao utilizado neste trabalho, a
comparagéo de atividade para definir qual o sistema de expressdo estava sendo
utilizado foi descartada. Além disso, ndo se dispunha de um plasmideo controle, por
exemplo, pT-preLip-Hp, para se fazer as comparagfes necessarias.

Sendo assim, a confirmagéo de que o plasmideo inicialmente utilizado foi o pT-
ompA-Lip-Hp deveria ser feita por sequenciamento do inserto e principamente das
regides flanqueadoras. Os resultados de alinhamento obtidos da seqgliéncia peptideo
sina obtida pelo sequenciamento de DNA confirmaram que o plasmideo em questdo

tratava-se do pT-ompA-LipHp (Figura 38).

6.2 EXPRESSAO DA LIPASE DE B. cepacia POR E. coli

A primeira parte deste topico trata da expressdo da lipase a partir do promotor
APrL, que foi o promotor utilizado na construcdo do plasmideo pT-ompA-Lip-Hp. Este
€ um promotor conhecido pela inducéo a partir da desnaturacdo térmica do repressor
clst857. Véarios vetores de expressdo ja foram construidos usando este promotor
(REMAUT; STANSSENS; FIERS, 1979). De fato, o promotor € composto por duas
partes, sendo elas: @) o repressor clst857 e b) um sitio de ligacdo para RNA
polimerase. Quando expresso, 0 repressor clst857 liga-se ao sitio de reconhecimento
da RNA polimerase, impedindo que a enzima inicie a transcricdo. Quando a cultura é
aguecida a 42 °C, o repressor € desnaturado e perde a capacidade de se ligar a este

sitio, permitindo, portanto, que a RNA polimerase inicie a transcricdo (REMAUT,;
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STANSSENS; FIERS, 1979). Este promotor € conhecido por induzir fortemente a
transcricdo e, também, por ser de fécil controle em cultivos submersos. Em se tratando
de sistemas heterdlogos, o controle muitas vezes precisa ser preciso, pois o produto da
expressdo pode ter propriedades toxicas a0 hospedeiro ou mesmo se agregar no
interior da célula, levando a danos celulares (GLICK, 1995). No intuito de observar o
efeito da expressdo em E. coli, trés estirpes foram testadas. A estirpe E. coli XL-1 Blue
mostrou o melhor desempenho, sendo que a atividade lipolitica alcancada foi mais de
50 % da obtida com as outras duas estirpes. Com estes resultados, pode-se confirmar
gue uma proteina de 33 kDa estava sendo superexpressa, e que provavelmente fosse a
responsavel pela atividade lipolitica na cultura. Além disso, coletando apenas o
sobrenadante da cultura, livre de células, nenhuma atividade lipolitica foi observada.
Acredita-se que a maior parte da lipase expressa tenha formado corpos de incluséo no
interior das células, e que apenas uma pegquena parte tenha sido excretada para o
periplasma e conseguiu ser devidamente dobrada pela foldase. Como descritas por
ROSENAU e JAEGER (2000), as lipases de B. cepacia, P. aeruginosa, P. alcaligenes,
B. glumae e Acinetobacter cal coaceticus sdo secretadas para o espaco intermembranas
através de transportadores do tipo Secreton-mediated (Sec). Os sistemas Sec sdo
complexos protéicos que sao capazes de reconhecer as sequéncias peptidicas sinais e
enviar as proteinas para o espago intermembranas (ROSENAU; JAEGER, 2000). Em
E. coli, este sistema foi relatado como um complexo de proteinas multimérico
contendo um dimero solUvel da proteina SecA e um complexo construido com as
proteinas SecY, E, D, G e F envolto pela membrana interna (DUONG et al., 1997).
Um sistema similar j& foi descrito em espécies de Bacillus (ROSENAU; JAEGER,
2000). Em espécies de Pseudomonas, a presenca de proteinas do tipo Sec foi descrita
por MA et a. (2003), a partir de andlises dos genomas das bactérias P. aeruginosa e P.
fluorescens. Apesar do sistema ser composto da mesma maneira que em E. coli, os
autores ndo fizeram uma comparacdo da seqiiéncia primaria das proteinas de ambos
sistemas MA et al. (2003). Portanto, ainda ndo € claro se ha alguma diferenca em
todos, ou a0 menos em um dos componentes do complexo Sec de B. cepacia, que
pudesse levar a uma reducdo da eficiéncia de transporte da lipase para o periplasma.

DUONG et al. (1997) sugeriram, além da presenca das proteinas do complexo Sec, o
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envolvimento de algumas chaperonas no mecanismo de translocacdo de proteinas, do
citoplasma para o periplasma. Para o0 sistema de expressdo das lipases de
Pseudomonas, ja foi descrita a presenca da foldase durante a translocacéo da lipase.
Sugere-se que esta proteina sgja similar a alguma chaperona. Uma segunda hipétese
seria que algum componente além do complexo Sec ndo esteja presente em E. coli, ou
mesmo, que estgja presente em pequenas quantidades, reduzindo a capacidade de
translocagéo da lipase para o periplasma. De fato, QUYEN, SCHMIDT-DANNERT e
SCHMID (1999) ja relataram que, a partir do plasmideo pT-ompA-Lip-Hp, a
guantidade de foldase expressafoi muito reduzida. FRENKEN et al. (1993) mostraram
gue, mesmo em P. glumae, o nivel de expressdo da foldase foi baixo, sendo
comparavel ao obtido em E. coli. Portanto, € provavel que a baixa expressdo da
foldase tenha levado a um baixo rendimento de atividade lipolitica em E. coli, pois
guando a razéo molar de lipase:foldase foi igual a 1:3, a atividade foi aumentada cerca
de 8 vezes comparada quando a razdo molar foi de apenas 1:0,1 (QUYEN;
SCHMIDT-DANNERT; SCHMID, 1999)

Na célula de B. cepacia, para a lipase alcancar o meio extracelular, a enzima
precisa ser transportada do periplasma, através da membrana externa, até o meio
extracelular. O transportador que auxilia este processo € um complexo de 14 proteinas
denominado Xcp (ROSENAU; JAEGER, 2000). Este complexo liga a membrana
interna e a externa formando um poro para o transito das proteinas. Este sistema jafoi
descrito em P. aeruginosa (FILLOUX; MICHEL; BALLY, 1998) e P. alcaligenes
(GERRITSE et a., 1998). Apesar de ndo ter sido estudado em B. cepacia, acredita-se
gue, pela conservacdo evolucionaria deste sistema em Gram-negativos, B. cepacia
também utilize o sistema Xcp para secrecéo (ROSENAU; JAEGER, 2000).

REETZ e JAEGER (1998) sugeriram que, embora segja aparentemente facil
superexpressar genes de lipases de Pseudomonas e Burkholderia em E. coli, amaioria
da proteina expressa € internalizada como corpos de inclusdo inativos e somente por
tratamento com a foldase podem ser renaturados. Um sistema de co-expressao de duas
copias da foldase de P. aeruginosa a partir de dois promotores distintos, 0o APz €0 T7,
aumentaram a eficiéncia da expressdo da lipase tanto em E. coli quanto em P.
aeruginosa (REETZ; JAEGER, 1998).
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Os resultados desta dissertacBo mostraram que apenas a substituicdo do
promotor APg_ pelo promotor T7 levou a um aumento de atividade volumétricaigua a
6 vezes. Este aumento poderia ser justificado pela expressdo de uma maior quantidade
da foldase, levando com isto a uma maior taxa de dobramento da lipase inicialmente
expressa (Figura 21 A). O que mais ressalta este resultado é o fato de QUYEN,
SCHMIDT-DANNERT e SCHMID (1999) n&o terem encontrado nenhuma atividade
guando tentaram expressar a lipase de B. cepacia a partir de uma construgdo com
pPET20b (+), no qual a expressdo da enzima esta sob controle do promotor RNA
polimerase do fago T7. Os autores ndo discutem a razédo de ndo terem observado
atividade lipolitica quando tentaram expressar a enzima usando pET-20b (+). Ambos
os plasmideos, pET-20b (+) e p-ET29a (+) (utilizado para subclonagem neste
trabal ho), tém os sitios de policlonagem semelhantes, com os mesmos sitios variando
apenas a posicao de cada um deles. No entanto, o pET-20b (+) possui uma sequéncia
peptideo sinal pelB originaria de Erwinina carotovora. Porém, esta sequéncia esta
entre os sitios Ndel e EcoRI e deve ter sido retirada quando os autores subclonaram o
inserto ompAliphp em pET-20b (+). Portanto, a distancia do codon de inicio de
transcricdo dos genes para o promotor T7 difere apenas por cerca de 10 bases, ndo
justificando a falta de atividade observada por QUYEN, SCHMIDT-DANNERT e
SCHMID (1999).

Quanto ao ensaio de atividade, QUYEN, SCHMIDT-DANNERT e SCHMID
(1993) determinaram a atividade a 60 °C, a temperatura 6tima aparente para a lipase
de B. cepacia, 0 que realmente indica a auséncia de atividade quando a lipase foi
expressa sob controle do promotor T7.

Outro item que se fez necessé&rio abordar foi realcionado a toxicidade da lipase
de B. cepacia a E. coli. Previamente, jafoi relatado efeito téxico da lipase de Bacillus
subtilis quando expressa em E. coli. ACHARYA et a. (2004) relataram que a agéo
toxica de LipA de B. subtilis reduziu a taxa de crescimento de E. coli drasticamente.
Os autores sO conseguiram amenizar a toxicidade, bem como a formagdo de corpos de
inclusdo, subclonando o gene lipA de B. subtilis em um plasmideo de baixo nimero de
copias pJO290 que expressa a lipase sob controle do promotor lac (ACHARYA et d.,
2004).
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Os resultados desta dissertagdo mostraram que, quando a enzima foi expressa
sob controle do promotor APy, desde o inicio do cultivo ndo houve uma reducéo da
taxa de crescimento da bactéria, nem mesmo foi observado algum tipo de lise celular.
No entanto, quando a E. coli BL21(DE3) transformada com o plasmideo pMMS-1 foi
cultivada em meio solido na presenca de 0,1 mmol.L™* de IPTG, nenhum crescimento
foi observado (resultado ndo apresentado). Portanto, acredita-se que a expressdo da
lipase, em alto nivel, desde o inicio do cultivo, pode levar a efeitos tdxicos que inibem
o crescimento de E. coli.

Com os tOpicos expostos a respeito da expressao da lipase em E. coli, pode-se
concluir que este ndo € um sistema simples de expressdo. Apesar do avanco que o
trabaho de QUYEN, SCHMIDT-DANNERT e SCHMID (1999) trouxe para a
recuperacdo da lipase de B. cepacia expressa em E. coli, possivelmente no futuro
outras abordagens devam ser utilizadas para aumentar a eficiéncia da expresséo desta

enzimain vivo.

6.2.1 Expressdo daLipase de B. cepacia em Sistemas de 96 pocos

A biblioteca de mutantes foi cultivada e a enzima expressa em microplacas de
poliestireno com capacidade de 250 uL.. Também foram testadas placas tipo deep well;
porém, a atividade lipolitica alcancada com este sitema foi mais baixa do que com as
microplacas. Além disso, as placas deep well foram utilizadas com 1,25 mL de meio
liquido, enquanto que as microplacas foram utilizadas com apenas 200 uL e
produziram uma atividade lipoliticamaior.

As placas deep well sdo fabricadas com polipropileno, o que talvez possa ser
uma barreira a transferéncia de calor para a cultura, impedindo que o promotor APg_
induza eficientemente a expressao da enzima.

A construgdo do plasmideo pMMS-1 foi feita no intuito de se avadiar a
variagao da expressdo da lipase, a partir do promotor T7, em microplacas. O resultado
obtido indicou que ndo houve uma redugdo da variagdo de expressao da enzima por
este sistema. Apesar do promotor T7 ter produzido um valor de atividade superior, este

sistema ndo foi utilizado para a triagem, pois além de ndo ter conseguido reduzir a
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variacdo, a inducdo a partir deste sistema em microplacas mostrou-se mais laboriosa
(Figura 22).

6.3 ENSAIOSENZIMATICOS UTILIZADOS

Esta secéo abordara os principais topicos relacionados aos ensaios utilizados,

entre eles as dificuldades e vantagens observadas.

6.3.1 Método de Hidrdlise do pNPP

O primeiro método utilizado foi um método classico conhecido como hidrélise
do pNPP (p-nitrofenol palmitato). Este substrato € formado pela esterificagdo do écido
pamitico com o p-nitrofenol. O p-nitrofenol € um composto organico com caréter
acido, ou sga, na presenca de uma base é capaz de perder um préton mantendo um
oxigénio com o par eletronico da ligacdo e negativamente carregado. Este atomo de
oxigénio pode deslocar o par de elétrons formando estruturas de ressonancia. Uma
destas estruturas forma um dieno conjugado, que por sua vez possui forte coloracéo
amarela em pH alcalino. Sendo assim, o0 éster de p-nitrofenila ndo possui cor, porém,
guando é hidrolisado libera o croméforo p-nitrofenol. Alguns autores discutem o fato
deste substrato ndo ser um substrato natural para lipases (JAEGER; DIJKSTRA,;
REETZ, 1999). Entretanto, este € um substrato indicado para ser usado narotina paraa
determinacéo de atividade lipolitica, ap0s se ter caracterizado a enzima como uma
lipase. Outro método que até entdo era utilizado para a determinacdo de atividade
lipolitica era 0 método titulométrico, que se baseia na titulacdo dos &cidos graxos
liberados na reagdo. No entanto, este € um método laborioso que demanda mais tempo
de ensaio, maiores volumes de meio reacional e maior nivel de atividade lipolitica na
amostra (BEISSON et al., 2000). Para ser usado na rotina, 0 método de hidrdlise do
PNPP apresenta as vantagens de ser rgpido na execugdo e exigir volumes pequenos de
meio reacional (de 200 uL a1 mL). Porém, o substrato precisa ser emulsionado com
uma solugdo tamponada de um detergente, o que muitas vezes impede a perfeita

reproducdo do ensaio. Além disso, o pNPP é menos estéavel do que um triacilglicerol, o
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gue muitas vezes impede que ele sgja utilizado para determinar a atividade em reacfes
gue demandem muito tempo. Apesar destas observactes, a facilidade na execucéo do
ensaio faz com que ele seja bem mais prético que o método titulométrico e o ideal para
aplicacdo natriagem de grandes bibliotecas de mutantes.

O método de hidrdlise do pNPP foi adaptado a escala de 200 uL. com sucesso,
fazendo com gue este ensaio pudesse ser utilizado em microplacas (resultados obtidos
por Nadia Krieger e Natalie Caillol, ainda ndo publicados). Como j& foi mencionado
na secdo de Resultados, a adaptacdo de um ensaio para sistemas de 96 pogos
representa um ganho no rendimento analitico. No entanto, especiamente para este
método, algumas observagdes precisaram ser feitas. Primeiramente, o método de
hidrélise do pNPP foi desenvolvido para ser efetuado de forma cinética, ou sga, a
absorvancia do meio de reacdo € acompanhada em intervalos de tempo, ao longo da
reacdo. Depois, os dados séo coletados e um gréfico relacionando a absorvancia com o
tempo é construido. A regresséo linear da reta obtida gerara um coeficiente angular,
gue representa a taxa de consumo do substrato por unidade de tempo. Entretanto,
pensando em um sistema de 96 pocos para uma reacdo de 60 s, coletando valores a
cada 10 s, ter-se-ia a0 fim da reacdo 672 valores para serem processados. Para
equipamentos que geram relatérios automaticamente, na forma de planilhas
getrénicas, esta ndo € uma tarefa dificil. No entanto, no caso de leitores que geram
relatorios somente por impressao dos resultados, a andlise pode demandar mais tempo.

Ha uma forma de se contornar este problema, que seria determinar a atividade
usando somente um ponto, ou 0 que se chama de ponto final. Porém, quando se usa
esta abordagem de determinacdo, € preciso levar em consideracéo a interferéncia dos
demais componentes da reacdo. No modo cinético, este fato ndo se faz necessario,
pois, teoricamente a absorvancia dos componentes ndo se altera durante a reacéo.
Entdo, acompanhando a reagdo desde o ponto inicial, qualquer ateracdo da
absorvancia sera causada pela hidrdlise do substrato.

No ensaio com ponto final, que foi aplicado na maior parte do trabalho,
principamente para triagem da biblioteca de mutantes, foram feitos controles do

tampéo de reacdo, do substrato e do meio de cultura com células.
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O controle com tampéo apresentou baixa absorvéncia a 415 nm, cerca de
0,06-0,08. O controle de substrato claramente dependeu da formacéo da emulséo de
pNPP com o tampéo de reacdo; os valores de absorvanciainiciais a 415 nm variaram
de 0,2-0,7. Acredita-se que, em valores acima de 0,5, havia uma certa hidrdlise do
substrato, pois visualmente, era possivel detectar cor amarela no meio. Experimentos
em que a absorvancia inicia deste controle foi acima de 0,5 foram repetidos pelo

motivo mencionado.

O meio de cultura contendo células também exibiu alguma absorvancia a 415
nm. Os valores de absorvanciainiciais a415 nm variaram de 0,2-0,4.

Sendo assim, para poder determinar de fato a variagdo de absorvancia da
reacdo, os controles de tampdo, substrato e meio com células foram subtraidos da
absorvancia obtida no ensaio. Sendo assim, 0 nUmero de valores a serem processados
para uma placa de 96 pocos foi de 192, o que corresponde a 3,5 vezes menos do que o
nimero de val ores que teriam que ser analisados pelo método cinético.

Mesmo assim, 0 método cinético deve ser considerado como O mais
apropriado para se determinar a atividade lipolitica, particularmente em estudos de
caracterizacdo cinética, pois através dele é possivel determinar a velocidade inicia da
reagao.

Quanto a reprodutibilidade, o método de hidrélise do pNPP mostrou baixa
variagdo quando a atividade lipolitica de uma mesma cultura foi determinada 88 vezes
(Figura 17). No entanto, foi observado que uma mesma cultura pode ter o seu valor de
atividade lipolitica alterado em funcdo da formacdo da emulsdo de pNPP (resultados
n&o mostrados).

6.3.2 Método de Hidrdlise do MUF-Butirato

A conjugacdo de moléculas organicas especificas a agentes fluorogéncios tem
se mostrado uma abordagem vidvel para a determinacdo de atividade de varias
enzimas de modo rapido e sensivel (GODDARD; REYMOND, 2004).
Especificamente para lipases e esterases, o substrato MUF-butirato tem sido sugerido
como um importante substrato para a determinagéo da atividade lipolitica (PRIM et a.,
2003).
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Neste trabalho, foi sugerida a utilizacdo deste substrato para quantificar a
atividade lipolitica ndo pela fluorescéncia propriamente dita, mas ssim por um sistema
de deteccdo de luminosidade em imagens digitalizadas da reacédo. Este artificio foi
possivel, pois a hidrolise do MUF-butirato libera a metilumbeliferona, uma cumarina
com forte fluorescéncia azul quando irradiada a 365 nm.

As imagens foram capturadas por uma camera do tipo CCD (charge-coupled
device). O CCD é um componente eletronico retangular fabricado com silicio, na
escaa de um e segmentado em um arranjo de pequenas células sensiveis a luz,
formando o que se chama de fotositios (SWEEDLER et a., 1988). A imagem total é
formada quando cada fotositio recebe uma quantidade de luz emitida pela fonte.

A aplicacdo da camera CCD para deteccdo da quantidade de luminosidade
mostrou ser uma ferramenta precisa e bastante sensivel para a determinacéo da
atividade lipolitica, associada a hidrélise do MUF-butirato (Figuras 31, 32 e 33).
Como ja sdo conhecidas da literatura, as reacbes com substratos fluorogénicos séo
capazes de detectar baixos nivels de atividade lipolitica quando se mede a
fluorescéncia gerada (BEISSON et al., 2000).

Os resultados apresentados mostraram que foi possivel determinar a atividade
de amostras com quantidades reduzidas de enzima (0,55 pg.mL™ proteina total; 0,065
U no ensaio, como determinado pelo método de hidrdlise do pNPP).

Além das vantagens apresentadas para 0 ensaio em microplacas, a abordagem
apresentada para determinagao de atividade, utilizando diretamente colnias de E. coli,
também pode aumentar significativamente o rendimento analitico. Com estes
resultados, foi mostrado que além das col6nias de E. coli gerarem um background
natural, quando em contato com o MUF-butirato, a estratégia empregada foi capaz de
eliminar este background. Assim, um método mais seguro para a determinacéo da
atividade lipolitica de coldnias crescendo em meio solido foi desenvolvido.

Apesar de ndo ter sido testado neste trabalho, a transferéncia das colonias para
um suporte, tal como papel filtro ou membranas de nylon, possibilita a selecéo de
lipases mutantes estaveis em solventes ndo-polares, uma estratégia que ndo vem sendo

empregada devido a imiscibilidade destes solventes em agua.
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6.4 SELECAO DE MUTANTES RESISTENTES AO DMF

Aplicando-se 0 ensaio de hidrélise do MUF-butirato acoplado a captura de
Imagens das placas, tentou-se selecionar um mutante com maior estabilidade ao DMF.
No primeiro screening realizado, observou-se que com 3 h de incubagéo, em DMF 80
% (v:v) em &gua, alipase selvagem perdia cerca de 80 % da sua atividade inicial. Estes
ensaios foram feitos a partir de cultivos em microplacas. Portanto, uma concentracéo
menor de enzima era esperada, j4 que os resultados mostraram uma reducdo da
expressdo da enzima neste sistema (Figuras 13 e 18). Quando os candidatos foram
confirmados, o cultivo e a inducdo foram realizados em frascos de vidro, e quando
amostras obtidas desta forma foram analisadas, os resultados mostraram que a agéo do
DMF diminuiu em apenas 50 % a atividade lipolitica apos 3 h de incubagdo, e mesmo
apos 9 h de incubagdo, a atividade residua estava em torno de 35 %. Com isso,
sugere-se gue a quantidade de enzima interferiu na taxa de desnaturagao.

Mesmo quando o tempo de incubacdo em DMF foi aumentado, ndo foi
observada maior estabilidade por parte dos candidatos. Apenas o candidato M12
apresentou 11 % mais atividade residua que a lipase selvagem. Porém, quando este
candidato foi nhovamente analisado, apresentou 2 % menos atividade residual em DMF
80 % que a lipase selvagem, mostrando que este candidato ndo possuia uma maior
estabilidade nesta condi¢o.

Apesar de ndo ter sido selecionado até o momento nenhum mutante com
atividade diferenciada em DMF 80 %, acredita-se que com 0 método de screening
desenvolvido, serd possivel selecionar mutantes mais estéveis. Os fatores que podem
ter impedido que esta selecéo tivesse sido feita com sucesso, provavel mente tenham
sido 0 nimero de colbnias analisadas e também a freqléncia de mutacdo do sistema
utilizado. Para selecionar um mutante com propriedade t&o especifica, uma biblioteca
maior de mutantes teria que ser andisada. Os trabalhos da literatura que apontam
sucesso na aplicacdo de evolucdo dirigida tém analisado bibliotecas entre 5.000 e
10.000 col6nias. O numero de coldnias que foi avaliado neste trabalho representa

apenas 3,64 % de uma biblioteca de 10.000 candidatos. Portanto, h4 uma grande
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expectativa que, quanto maior o nimero de colénias analisadas, maior a probabilidade
de seresgatar 0 mutante de interesse.

REETZ (2002) discutiu a relacéo entre o numero de colbnias analisadas e o
sucesso para obtencdo de mutantes. Por exemplo, para a lipase de P. aeruginosa, que
possui 285 aminoé&cidos, o nimero de variantes para randomizacdo completa desta
enzima é igua a 20”®, um nimero absurdamente grande que, com 0S recursos
disponiveis, € impossivel de ser analisado.

No entanto, existem métodos que podem auxiliar no calculo do nimero de
colbnias que precisam ser analisadas para obtencdo de uma certa por¢éo de mutantes.
No caso dalipase de B. cepacia, selecionando uma substituicdo de um aminoécido por
gualquer um dos outros 19 aminoécidos possivels, em qualquer posicdo da proteina,

tem-se a seguinte equacao:

N = 19M x 320!/[(320-M)!M!]
onde:
M = ndmero de substituicdes por enzima;

N = nimero de enzimas variantes esperadas.

Para um M=1, uma populagdo de 6.090 enzimas variantes seria esperada. Mas,
como 0 codigo genético € degenerado, ndo se espera gue uma biblioteca com apenas
6090 contenha todas as variantes. Se aumentarmos 0 M para 2 o nimero da populagdo
esperada € de 14 milhdes.

REETZ (2002) utilizou um sistema de error prone PCR com baixa taxa de
mutagénese, cerca de 1 a 2 bases alteradas por 1.000 pares de base amplificados, para
aumentar a enantiosseletividade da lipase de P. aeruginosa. Porém, uma grande
melhora s foi encontrada quando outras técnicas foram associadas a mutagénese
randémica, como DNA shuffling e mutagénese combinatéria. De fato, neste caso, 0s
primeiros ciclos de mutagénese randdmica serviram apenas paraidentificar quais sitios
de mutagdo retornaram aumentos na enantiossel etividade.

Outratécnica para geracdo de bibliotecas de mutantes via PCR é a utilizago de
analogos de trifosfatos nucleosideos, tal como o dPTP e oxo-8-dGTP (ZACCOLO et
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al., 1996). Nesta técnica, 0 gene selvagem primeiramente é amplificado na presenca
dos nucleotideos andlogos. O produto amplificado, que contém o nucleotideo andlogo
na sua cadeia, € agora amplificado na presenca dos quatro nucleotideos normais
(dNTPs). Assim, na posi¢éo onde o nucleotideo analogo foi inserido, agora entrard um
dos quatro nucleotideos normais da cadeia, fazendo uma randomizacéo da sequéncia
inicial. Aplicando esta técnica também foi possivel controlar a taxa de mutagénese em
niveisde 5 a 15 mutagdes por gene (CESARO-TADIC et d., 2003).

A utilizac&o de variantes da técnica de PCR tem sido amplamente aplicada para
mutagénese randdmica, principalmente pela possibilidade de controle da taxa de
mutacdo, como mencionado acima. Porém, etapas posteriores de restricdo das
extremidades do gene amplificado e de ligagdo no vetor de expressdo de escolha
poderiam representar certas desvantagens, quando comparada a mutagénese em uma
estirpe mutagénica como a E. coli XL-1 Red.

Esta estripe foi construida para ter uma baixa capacidade revisora da replicacéo
de DNA. Sendo assim, para mutagenizar um gene utilizando esta estirpe, é necessario
apenas transforméa-la e cultivala durante determinado periodo de tempo. Apds o
cultivo, os plasmideos mutagenizados sdo purificados e retransformados em uma
estirpe hospedeira como E. coli XL-1 Blue. Portanto, ha uma simplificacéo de etapas,
gue torna a geracdo da biblioteca de mutantes mais rapida. Porém, néo se pode dizer
gue segja mais eficiente, pois as mutacdes podem ser feitas em qualquer regido do
plasmideo ou do genoma da bactéria. Quando se trabalha com uma técnica de PCR, a
mutagénese pode ser plangjada somente na regido do gene, ou ainda, em uma regido
interna do gene, como um dominio conservado ou uma regido localizada préxima do
sitio ativo.

Além deste fato, a mutagénese com estirpes bacterianas pode levar a mutantes
invidveis, como mutantes que percam a marca de resisténcia a antibiéticos ou que
tenham a origem de replicacdo do plasmideo aterada. Portanto, mesmo se existir
alguma mutacéo no gene de interesse, ela ndo poderd ser analisada pois o plasmideo
ndo sera replicado.

Apesar dos fatores apresentados, alguns trabalhos ja aplicaram a estirpe E. coli
XL-1 Red e conseguiram selecionar mutantes de interesse (ALEXEEVA et al., 2002),
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(HORSMAN et al., 2003). Mas, em nenhum destes trabalhos foi determinada a
freqliéncia de mutagénese do sistema. Sem conhecer a frequéncia de mutagénese é
dificil poder determinar, com precisdo, o tamanho da biblioteca que precisa ser

analisada para abranger pelo menos uma parte dos mutantes gerados.

6.5 ANALISE DE SEQUENCIAMENTO DE DNA

As seguéncias de DNA obtidas foram traduzidas e comparadas com a
sequéncia da lipase de B. cepacia ATCC 21808 (KORDEL et al., 1991) e da proteina
auxiliadora (foldase) (QUYEN; SCHMIDT-DANNERT; SCHMID, 1999). A
sequéncia da lipase foi 100 % homdloga com a sequéncia previamente determinada
por KORDEL et a. (1991). Porém, quando a sequéncia da foldase foi ainhada com a
sequéncia depositada no GENBANK, duas ateracdes foram verficadas (Figura 39).

Analisando esta mesma sequiéncia da foldase frente a outras 6 sequiéncias da
mesma proteina, de diferentes estirpes de Burkholderia, observou-se que na posi¢éo 13
e 301 estavam presentes 0s aminoacidos arginina e glutamato, respectivamente.

O mutante que, apresentou reducéo na sua atividade lipolitica (Figura 27), foi
sequienciado mostrando uma mutagdo: Y 31C (Figura 40). Este residuo esta localizado
no comego da afa-hélice 1 e também faz parte dos residuos que formam a parede da
fenda catalitica (SCHRAG et a., 1997). Estes residuos sdo importantes para a
estrutura da lipase, tendo em vista que, durante o processo de catélise a interacéo das
cadeias laterais destes aminoacidos com o substrato orientam a colocacdo do mesmo
no sitio ativo. O mutante M6 ndo apresentou atividade lipolitica e, apds o seu
sequenciamento foi determinada uma mutacéo na posicdo 289 (E289Q) (Figura 27 e
40). Na lipase selvagem, na posicéo 288 ha um residuo de aspartato que participa da
coordenac&o com o fon Ca*. Este é um sitio que ja foi descrito em diferentes lipases e
gue possui uma funcéo de estabilizac8o para a proteina (SCHRAG et al., 1997).
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7 CONCLUSAO

A aplicacdo de lipases em processos biotecnolégicos € ampla e tende
aumentar. No entanto, algumas condicdes de processo diferem das condicOes
encontradas naturalmente para a catédlise, como, por exemplo, a temperatura, o pH, a
salinidade, a presenca de solventes organicos, a pressao, entre outros. Por este motivo,
ha uma crescente pesquisa ha area de evolugdo dirigida que pretende modificar
enzimas para tornalas mais eficientes em condi¢cbes reais de processo. Esta
dissertacdo trouxe algumas contribuicbes para esta area e também para o
desenvolvimento de screening de lipases. Sendo assim, as principais conclusdes deste
trabalho sdo:

I) Evolucéo Dirigida:

a) A técnica de evolucdo dirigida foi desenvolvida e possibilitou a obtencéo de
uma biblioteca de mutantes da lipase de B. cepacia.

b) N&o foi possivel determinar a freqliéncia de mutagéo.

¢) Analisando a hiblioteca gerada, dois candidatos apresentaram grande redugéo
da atividade lipolitica. O mutante M5 apresentou a mutacdo Y 31C e o mutante M6
E2890Q.

[1) Expressdo da lipase de B. cepacia em sistemas de 96 pogos

a) A melhor condi¢do foi obtida com microplacas, com choque a 42 °C e cultivo
a 37 °C. Porém, em todos os experimentos propostos, foi observada uma grande
variagao de atividade.

b) quando o inserto ompAliphp foi subclonado em pET-29a (+), a superexpressao
apresentou maior atividade lipolitica comparada com o sistema controlado pelo
promotor APg, . Porém, a variacéo de atividade continuou presente quando a expressao

daenzimafoi avaliada em sistemas de 96 pocos.
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[11) Técnicade screening

Um método para determinacéo de atividade lipolitica com culturas liquidas e
colGnias bacterianas foi otimizado. Aplicando o substrato fluorogénico MUF-butirato e
a captura de imagens dos ensaios, foi possivel aumentar o rendimento analitico e

também eliminar algumas desvantagens em relacdo ao método do pNPP.

V) Obtencdo de Mutantes com Propriedades Melhoradas

N&o foram encontradas lipases com propriedades melhoradas dentre os

mutantes submetidos ao screening de estabilidade em DMF 80 % em agua (v:v).

Como perspectivas, no futuro pensa-se em otimizar outras metodologias de
mutagénese (via PCR) no futuro, como as mencionadas na Discussdo deste trabal ho.
Estas técnicas, aém de terem um controle da taxa de mutagénese mais preciso,
possibilitaréo o direcionamento das mutagOes para regites de maior interesse (p.ex.:
regides préximas do sitio ativo e regido de interacdo com o substrato). Os mutantes
gerados por estas técnicas seriam selecionados pelo método de screening gerado neste
trabal ho.
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