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1. INTRODUCAO

Enzimas sdo utilizadas em processos biotecnoldgicos had vérias décadas, poréem a
demanda atual por novas enzimas e moléculas bioativas para aplicacdo em diversos setores da
industria vem crescendo cada vez mais.

As enzimas lipoliticas estdo atraindo enorme atencdo por causa dos seus potenciais
biotecnoldgicos (VAKHLU e KOUR, 2006). A maioria das lipases usadas nas industrias sdo
enzimas microbianas, de origem fungica ou bacteriana. Por serem enzimas versateis e
amplamente utilizadas, a expectativa é que as lipases futuramente sejam muito importantes
como catalisadores industriais, da mesma forma que sdo as proteases e as enzimas
degradadoras de carboidratos (TREVISAN, 2004).

Microrganismos séo fontes potenciais de enzimas utilizadas pela industria e de varios
outros produtos de interesse biotecnoldgico. O solo é um ambiente complexo que inclui uma
série de micro-habitats e um dos maiores reservatorios de biodiversidade microbiana devido a
sua heterogeneidade fisica, quimica, biologica, e condicdes ambientais descontinuas
(TORSVIK E OVREAS, 2002; RAJENDHRAN E GUNASEKARAN, 2008; HANSEL et al.,
2008). Acontece que essa biodiversidade e o potencial biotecnoldgico a ela associada séo
pouco conhecidos, pois a maioria dos microrganismos ndo consegue se multiplicar nos meios
de cultivos tradicionalmente usados em laboratdrio. Para superar os limites impostos pelos
meios de cultivo, uma abordagem molecular, denominada metagenémica, vem sendo
aplicada. A metagenémica permite o acesso direto ao DNA de uma comunidade bacteriana
presente em um determinado ambiente (metagenoma) de modo independente de cultivo
(FAORO, 2010).

Técnicas independentes de cultivo sdo uma alternativa aos meétodos tradicionais de
bioprospeccdo e envolvem a extracdo do DNA de amostras de um ambiente e sua clonagem
em vetores para construir as chamadas bibliotecas metagenémicas. Essas bibliotecas podem
ser analisadas para identificacdo de novos genes e vias metabolicas por comparacdo de
sequéncias em banco de dados ou selecdo de proteinas ou farmacos produzidos pelo
hospedeiro (LORENZ e SCHLEPER, 2002). Dessa forma, cerca de 99% dos microrganismos
ndo detectados no isolamento convencional, podem ter seus genomas analisados na procura
por novas biomoléculas e na geracdo de conhecimento da ecologia microbiana (WOLFGANG
et al., 2004). Nesse trabalho foi selecionado um clone na biblioteca metagenémica de solo da

Mata Atlantica que apresentou indicios de atividade de lipase.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. BIOTECNOLOGIA E MICROORGANISMOS

Nos ultimos 50 anos, produtos derivados do metabolismo microbiano tém sido
utilizados para fins médicos, industriais e agricolas, tais como antibiéticos, antiflngicos,
antitumorais, probidticos, biopolimeros, enzimas das mais variadas classes, herbicidas,
pesticidas, entre outros, sendo importantes tanto para pesquisas académicas, com para 0
desenvolvimento de aplicacGes biotecnoldgicas (OLIVEIRA et al.; 2006).

Atualmente, o avanco da biologia molecular e da bioinformatica possibilitou uma
grande quantidade de informacdo a respeito dos microrganismos. Sabe-se que eles constituem
a base da biotecnologia, fornecendo produtos biolégicos e, mais recentemente, agem como
fornecedores de material genético. Elsas et al. (1998), afirma que a fragdo microbiana
consiste, indiscutivelmente, no maior celeiro de genes do planeta.

Apesar de grande, esse conhecimento limita-se a estudos com culturas puras,
tradicionalmente isoladas e cultivadas. A descoberta de novas funcbes e produtos derivados
de culturas puras diminuiu significativamente devido a uma alta taxa de reisolamento de
espécies ja conhecidas. A principal razéo para o baixo nimero de novas espécies descritas € a
necessidade de cultivo celular no processo de identificagdo dos microrganismos, 0 que na
grande maioria das vezes ndo € possivel devido as condicGes fornecidas pelo procedimento de
cultivo (PACE et al., 1986).

Uma nova mudanca de paradigma aconteceu em 1985, com um grande avanco
experimental baseado no trabalho pioneiro de Carl Woese, que demonstrou que 0s genes do
RNA ribossomal (rRNA) poderiam ser utilizados como ferramentas de medida de divergéncia
evolutiva (WOESE, 1987). A analise direta das sequéncias dos genes rRNA 5S e 16 S foi
utilizada para a descri¢cdo da diversidade de microrganismos em uma amostra ambiental, sem
isolamento ou cultivo (LANE et al., 1985).

Dados estatisticos indicam que um grama de solo pode conter cerca de 10 bilhdes de
microrganismos compreendendo milhares de espécies diferentes. No entanto, apenas uma
pequena parcela desses microrganismos é conhecida e podem ser cultivados pelos métodos
tradicionais usados em laboratorio, sendo que a grande maioria permanece desconhecida

(TORSVISK et al., 2002). Desse modo, 0S microrganismos presentes no ambiente se



tornaram os maiores fornecedores de diversidade genética para a Biotecnologia, criando uma
fonte de novos genes e, consequentemente, novas enzimas e novos produtos. A perspectiva de
uma vasta diversidade de microrganismos ndo-cultivdveis no solo estimulou o
desenvolvimento de técnicas que permitissem o estudo dessas comunidades microbianas e do
seu potencial biotecnoldgico independente de cultivo. Dentre essas, a metagendmica surgiu

como o principal método de prospeccao biotecnoldgica (FAORO, 2010).

2.2. METAGENOMICA

O termo metagendbmica foi primeiramente wusado por Jo Handelsman
(HANDELSMAN et al., 1998) e atualmente é definido como a aplicacdo de técnicas de
gendmica moderna para o estudo de comunidades de microrganismos diretamente em seus
ambientes naturais, sem a necessidade de isolamento e cultivo em laboratorio das espécies
individuais.

O método utiliza técnicas classicas de biologia molecular (purificagdo de DNA,
clonagem e transformacao) e microbiologia (caracterizacdo fisioldgica), mas as combinacgdes
desses dois campos, a luz da vasta diversidade desconhecida, tornam ilimitadas as
possibilidades para prospeccdo biotecnolégica. Através da metagendmica é possivel acessar
um grande nimero de genes que codificam novas enzimas ou enzimas mais eficientes do
ponto de vista biotecnoldgico. Operons de genes que codificam para uma via metabolica
completa também podem ser recuperados por essa técnica e usados na producdo de moléculas
do metabolismo secundario (DANIEL, 2004).

A partir da tecnologia de metagendémica e da enorme diversidade microbiologica
disponivel, é possivel que um gene antes desconhecido, pertencente a um microrganismo nao
cultivavel, encontrado em solo brasileiro, capaz de codificar uma importante hidrolase, seja
inserido em uma bactéria como Escherichia coli e o clone resultante cultivado para a
producdo industrial de uma nova enzima. A enzima e 0 gene obtidos a partir da metagenémica
podem ser patenteados e a tecnologia desenvolvida pode ser transferida para o setor produtivo
(SHORT, 2004).

A técnica de metagendmica consiste basicamente na purificacdo e clonagem de DNA
de amostras ambientais (Figura 1) seguido de prospec¢do por novos genes (Figura 2). Varios
protocolos ja foram descritos para a purificacdo de DNA do solo (TORSVIK, 1980; OGRAM,
SAYLER e BARKAY, 1987; ZHOU, BRUNS e TIEDJE, 1996; HURT et al, 2001; LILES et



al, 2008). No entanto, as metodologias podem ser dividas entre método direto e método
indireto (DANIEL, 2005).

A purificacdo de DNA pelo método direto é realizada com toda a matriz do solo.
Geralmente, esse método envolve um passo de lise mecénica na qual o solo é misturado com
esferas de silica e submetido a intensa agitacdo. O objetivo dessa etapa é desfazer os
agregados de solo, liberar 0 maximo possivel de células em solucdo e também auxiliar na
fragmentac&o da parede celular de bactérias resistentes a lise quimica. No método indireto de
purificacdo de DNA as amostras de solo sdo submetidas a varios ciclos de lavagem e
centrifugacdo com o objetivo de separar as células bacterianas da matriz do solo (FAORO,
2010).

Apobs se obter a suspensdo de células, a purificacdo de DNA prossegue como uma
purificacdo de DNA gendmico tipicamente usada em culturas puras. Em seguida, 0s
fragmentos de DNA extraidos sdo selecionados e unidos a outros fragmentos de DNA,
denominados vetores de clonagem, formando uma molécula de DNA, com capacidade
independente de replicagdo, denominada DNA recombinante, e finalmente, essas moléculas
de DNA s&o transformadas em uma bactéria hospedeira cultivavel em laboratorio, originando
uma colecdo de clones denominada biblioteca metagenémica.

Uma biblioteca genémica é o conjunto de clones recombinantes que representam todo
0 DNA gendmico de um organismo individual. Ja na biblioteca metagendmica, o conjunto de
clones recombinantes contém parte do DNA presente em determinado ambiente ou amostra,
ndo sendo possivel garantir que todo o DNA de todas as espécies estejam presentes na
biblioteca. O objetivo da metagendmica é a obtencdo de um namero suficiente de clones para
a identificacdo de genes que codifiquem enzimas que possuam uma atividade desejada. Essa
abordagem pode ser utilizada, inclusive, para a obtencdo de uma via metabdlica inteira.
Bibliotecas metagendmicas podem ser multiplicadas e mantidas por muitos anos (BROWN,
2003).

A analise, ou prospeccdo, de bibliotecas metagendmicas pode ser feita através de dois
métodos: o método baseado na funcdo e o método baseado na sequéncia (SCHLOSS e
HANDELSMAN, 2003) (FIGURA 2). O método baseado na funcdo identifica clones que
expressam uma enzima ou uma via metabdlica desejada (RONDON et al, 2000; VOGET et
al, 2003; JEONG et al, 2009a). A identificacdo do fenotipo € realizada em meio de cultivo
solido contendo um substrato seletivo para a funcdo de interesse (meio contendo amido para
deteccdo de amilases, por exemplo). Clones que estejam expressando a enzima formam um

halo de hidrolise em volta da coldnia. Outro modo de realizar a prospecgdo funcional é



através da adicdo de indicadores de pH no meio seletivo. Nesse caso, o produto de interesse é
detectado através da mudanga de pH em volta da colénia.

O método baseado na sequéncia faz uso de regides conservadas do DNA para se
desenhar sondas de hibridizacdo ou oligonucleotideos iniciadores para reagdes de PCR e,
dessa forma, identificar clones que possuam os genes de interesse. Outra abordagem utilizada
é 0 sequenciamento das extremidades dos insertos de DNA clonados ou mesmo o
sequenciamento de todo o DNA metagendmico de uma determinada amostra (VENTER et al,
2004; SCHLUTER et al, 2008; MORIMOTO e FUJII, 2009). Por essa metodologia, a
identificacdo é realizada por comparacdo das sequéncias obtidas com os bancos de dados
virtuais internacionais. Ou seja, a metagendmica ndo é utilizada apenas para identificar um
gene funcional, também tem sido utilizada para estimar a diversidade microbiana, entender a
dindmica populacional de uma comunidade ou obter 0 genoma completo de um organismo
ndo cultivavel (RAJENDHRAN e GUNASEKARAN, 2008).

Baseadas nessas tecnicas descritas, varias bibliotecas metagen6micas foram
construidas a partir dos mais distintos tipos de amostras, como solo (RONDON et al., 2000),
agua (ELEND et al., 2006), biofilmes (SCHMEISSER et al., 2003), rumem bovino (FERRER
et al., 2005b), boca humana (DIAZ-TORRES et al., 2003), intestino de cupim (WARNECKE

et al, 2007), entre outros, tendo-se como principal objetivo o isolamento de novas enzimas.
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FIGURA 1: Purificacdo de DNA e construcdo de bibliotecas metagendmicas.Fluxograma
mostrando as principais etapas para a construcdo de bibliotecas metagendmicas a partir de
amostras de solo. A purificacdo do DNA pode ser realizada pelo método indireto, através da
separacdo das células da matriz do solo, ou pelo método direto. O DNA purificado é
fragmentado, ligado em um vetor linearizado e transformado em uma estirpe hospedeira
originando a biblioteca. Diferentes estratégias de prospeccdo podem ser aplicadas para
identificacdo de clones de interesse. FONTE: Adaptado de DANIEL, 2005.



Biblioteca
Metagendmica

Analise baseada na Analise baseadana
funcao sequéncia

Expressao
heterdloga

Purificagdo de DNA recombinante

=
(o =
v,
b
) J

Hibridizacdo com
sondas especificas

I

mRMA

.'

Seguenciamento

Proteina das extremidades
R t Pt s
¥ o+

FIGURA 2. Prospeccdo de bibliotecas metagendmicas através do método baseado na fungao
ou do método baseado na sequéncia. FONTE: Adaptado de FAORO, 2010.

2.3. ENZIMAS

As enzimas sao biocatalizadores capazes de interagir com uma variedade de moléculas
complexas e substratos, aumentando a velocidade de reagBes quimicas, sem que sejam
consumidas durante a reacéo.

O mercado global de enzimas é estimado em 2,3 bilhdes de dolares por ano divididos
em detergentes (U$789 milhGes), aplicagdes na industria alimenticia (U$634 milhGes),
agricultura (U$376 milhdes), processamento téxtil (U$237 milhdes) e aplicagdes em papel e
couro e produgéo de reagentes quimicos (U$ 222 milhdes) (LORENZ e ECK, 2005).

A maioria das enzimas relevantes para a industria € de origem microbiana, por isso a
procura por novas enzimas € um ponto importante para o desenvolvimento dos bioprocessos
industriais (UCHIYAMA e MIYAZAKI, 2009). As enzimas mais utilizadas na industria séo
hidrolases, enzimas que catalisam a quebra de polimeros utilizando a agua. Amilases,

celulases, proteases, esterases e lipases estdo entre as classes de hidrolases mais investigadas.



2.3.1.Lipases

As lipases sdo enzimas que possuem atividade hidrolitica sobre substratos de origem
lipidica, apresentando classificacdo baseada em seu modo de acdo, tipo de substrato sobre o
qual atua ou na similaridade de sequéncia. De acordo com o seu modo de agdo e tipo de
substrato estas enzimas séo classificadas como: esterases, lipases verdadeiras ou fosfolipases.

As fosfolipases possuem especificidade de ligacdo com fosfoglicerideos, hidrolisando
um grupo acila dos mesmos. Estas enzimas sdo classificadas como fosfolipase A, C e D
dependendo do seu modo de a¢do (WHITE et al., 1976). A fosfolipase A remove um dos dois
acidos graxos constituintes das moléculas de fosfolipidios, produzindo um lisofosfolipidio e o
segundo &cido graxo é removido entdo pela lisofosfolipase (VIEIRA, 2003). A retirada da
cabeca polar através do rompimento das ligacdes fosfodiester e feita pela fosfolipase C e D.

As esterases e lipases verdadeiras pertencem a classe das carboxil-ester-hidrolases que
catalisam a hidrélise ou formacdo de ligacbes éster (JEONG et al., 2009b). As esterases
hidrolisam estas ligacdes de acil-esteres de cadeia curta, soluveis ou emulsificados, enquanto
as lipases atuam sobre triacilglicerideos de cadeias longas (ARPIGNY e JAEGER, 1999).
Além da atividade hidrolitica sobre ligacdo ester-carboxilicas as lipases também catalisam
reacOes de esterificacdo, interesterificacdo, acidolise, alcoolise e amindlise (CORREIA,
2010).

Outra caracteristica que difere a maioria das lipase das esterases € o fenébmeno de
ativacdo interfacial, que se refere ao intenso aumento na atividade da enzima na interface
lipidio-agua de substratos emulsificados ou micelares, disparado por um rearranjo estrutural
do sitio ativo. Na auséncia da interface, o sitio ativo apolar da enzima esta coberto por uma
tampa e a enzima esta na conformacéo fechada. Ja na presenca de substancias hidrofobicas, a
tampa € deslocada, expondo uma grande superficie hidrofébica e tornando os residuos
cataliticos acessiveis ao substrato (conformacdo aberta) (VERGER, 1997). No entanto, nem
todas as lipases apresentam ativacao interfacial, permanecendo a primeira definicdo como a
mais abrangente.

O conhecimento da estrutura de lipases e esterases tem aumentado consideravelmente
nos Ultimos anos através da elucidacdo de muitas sequéncias génicas. A classificacdo deste
grande conjunto de dados e identificacdo das familias e subfamilias de enzimas lipoliticas tem
sido feitos a fim de identificar as sequéncias de motivos conservados em enzimas lipoliticas

provenientes de uma ampla variedade de organismos, e relaciona-las a elementos estruturais



de trés dimensdes envolvidos no reconhecimento do substrato e catélise, sendo essencial para
a compreensdo da fungdo de enzimas lipoliticas (ARPIGNY e JAEGER, 1999).

A lipase selecionada neste trabalho apresenta algumas caracteristicas fisico-quimicas
tedricas que foram analisadas segundo as ferramentas da bioinforméatica. A massa molar
esperada dessa proteina é de 42413,4 KDa, deve apresentar um nimero de 373 amino&cidos e

0 ponto isoelétrico de 8,2.

2.3.1.1.Lipases na Industria

Prévios estudos tém demonstrado que a analise metagendémica oferece uma
combinagdo quase ilimitada para encontrar novos genes codificadores de produtos génicos
relevantes como lipases e esterases (HENNE et al., 2000; CIESLINSKI et al., 2009; COUTO
et al., 2010; HU et al., 2010). Por exemplo, nos Gltimos dez anos varios genes codificadores
de enzimas lipoliticas puderam ser identificados em bibliotecas metagendmicas advindas da
varias amostras ambientais como o solo (HENNE et al., 2000; RONDON et al., 2000; LEE et
al., 2004), agua de lagoa e lago (REES et al., 2003; RAJAN et al., 2005), de mar (CHU et al.,
2008), sedimento de manguezais (COUTO et al., 2010), e campos termais (RHEE et al.,
2005).

Estas enzimas apresentam uma extensa lista de possibilidades de aplicagdes industriais
destacando-se 0 seu potencial de utilizagdo em etapas de producdo de biodiesel a partir de
Oleos vegetais e na biorremediacdo de rejeitos industriais de origem lipidica (JEONG et al.,
2009b; NOUREDDINI et al., 2005).

A inddstria farmacéutica também faz uso de lipases microbianas, neste caso visando a
obtencdo de produtos com niveis aumentados de &cidos graxos poliinsaturados (AGPI) a
partir de 6leos vegetais ou animais (CARVALHO et al, 2003), além da sua aplicacdo na
fabricacdo de cosméticos (JEONG et al, 2009b). Em muitos processos em industrias
alimenticias, as lipases sdo utilizadas na fabricacdo de novos éleos e gorduras, visando
alteracdo de propriedades fisicas ou ate mesmo do aspecto nutricional (VILLENEUVE,
2003). As lipases também sdo utilizadas na industria coureira no processo de remocdo da
gordura e dos pelos que estdo no couro. Além do uso na formulacdo de detergentes
(PRAZERES et al, 2006).

A maioria das lipases produzidas para fins comerciais sdo provenientes de

microrganismos, principalmente as isoladas de origem bacteriana como Bacillus,



10

Pseudomonas e Burkholderia. As diferentes aplicagdes industriais destas enzimas advém de
suas caracteristicas cinéticas distintas, as lipases caracterizam-se por apresentarem atividade
em amplo intervalo de pH, 3 a 11, e temperatura de 30 a 60°C (GUPTA et al, 2004). A
mudanca conformacional da estrutura da enzima durante a catalise permite a hidrdlise do
substrato insollvel em 4gua e a adsorcdo na interface dleo/agua (ARPIGNY e JAEGER,
1999). Caracteristicas como a estabilidade a solventes organicos, a ndo exigéncia de cofatores
e ainda especificidade ao substrato fazem das lipases, enzimas com um grande potencial
biotecnoldgico (ROH e VILLATTE, 2008).

De modo geral, as lipases apresentam diversas aplicacbes com alto ganho nos
processos biotecnoldgicos, maior eficiéncia, com consequentemente reducao de gastos, menor
necessidade de utilizacdo de produtos quimicos perigosos, 0 que gera vantagens a0 meio
ambiente. No entanto, o mercado mundial de enzimas ainda demanda lipases termoestaveis,
por sua maior estabilidade, maior eficiéncia, e por ser uma condi¢cdo que favorece a
solubilizacédo dos substratos (HASAN et al, 2009).
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3. OBJETIVOS

3.1.0BJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho é expressar, purificar e avaliar a atividade enzimatica
de uma lipase recombinante proveniente de uma biblioteca metagendmica do solo da Mata
Atléantica Paranaense.

3.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS

- Amplificar e clonar o gene de uma enzima lipase denominada LipBL1;
- Expressar a enzima lipase LipBL1 em Escherichia coli;

- Testar procedimentos para aumentar a solubilidade da proteina;

- Purificar a lipase recombinante;

- Analisar a atividade enzimatica da lipase recombinante.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1.DESCRICAO DO LOCAL DE ESTAGIO

O estagio foi realizado no Departamento de Bioguimica e Biologia Molecular da
Universidade Federal do Parana situado na cidade de Curitiba no estado do Parand, que possui
mais de 40 anos de experiéncia em Bioquimica de Microrganismos e Biologia Molecular.

Esse departamento abrange vérias linhas de pesquisa, mas tém como destaque a de
fixacdo biologica de nitrogénio. H& cerca de cinco anos, iniciou-se também uma linha de
pesquisa em metagendmica e em transcriptomica.

Vaérios laboratorios integrados constituem o departamento e ddo espaco a estagiarios,
mestrandos, doutorandos, e pds-doutorandos, para realizarem o desenvolvimento de suas

pesquisas, com o auxilio de professores doutores renomados.

4.2. MICRORGANISMOS E VETOR

O vetor pET29a (vetor de expressdo de proteinas com cauda de histidina e promotor
T7, Novagen) e as estirpes hospedeiras de Escherichia coli TOP 10 (Invitrogen), BL21 ADE3
e Rosetta (Novagen) foram utilizados para clonagem e expressdo do gene codificador da

enzima de interesse.

4.3.MEIOS DE CULTIVO, ANTIBIOTICOS E ENZIMAS

Os meios de cultivo utilizados para a multiplicacdo das estirpes de E. coli foram o
meio Luria Bertani (triptona 10 g/L, extrato de levedura 5 g/L, NaCl 10 g/L e agar 15 g/L) e
meio LA — Tributirina 1% (Extrato de levedura 3g/L, peptona 5g/L, agar 25 g/L, goma
arabica, 10 g¢/L, tributirina 10 ml/L), segundo Sambrook, Fritsch e Maniatis (1989) e
esterilizados em autoclave a 120°C por 20 minutos.

Os antibidticos utilizados para multiplicagdo, manutencéo e selecdo das estirpes de E.
coli e do plasmideo utilizado foram estreptomicina 80 pg/mL (Sm80) e canamicina 100
pg/mL (Km100).
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Enzimas de restricdo e modificadoras de DNA, RNAse, tampdes e sais utilizados para
preparar as solugdes utilizadas na manipulacdo do DNA foram todas de alto grau de pureza

(grau biologia molecular) obtidas de diferentes fornecedores.

4.4, CONSTRUCAO DA BIBLIOTECA METAGENOMICA

O DNA que codifica a enzima desse trabalho foi proveniente de dois trabalhos
anteriores desenvolvidos no grupo de pesquisa de Metagendmica do Departamento de
Bioquimica e Biologia Molecular da UFPR, descritos por Faoro e colaboradores (2011) e
Glogauer e colaboradores (2011). A purificacdo de DNA total das amostras ambientais foi
realizada utilizando o kit Power Max soil DNA (MoBIO). A purificagdo de DNA dos clones
fosmidiais foi realizada pelo método da lise alcalina (SAMBROOK et al., 1989) em placas de
96 amostras. Apos a purificacdo o DNA fosmidial foi submetido a eletroforese em gel de
agarose 0,8% para avaliacdo da integridade e quantidade do material. Em seguida, 0 DNA
fosmidial dos clones a serem sequenciados foram unidos em quantidades semelhantes em uma
Unica aliquota e tratados com as nucleases Exolll e S1INase para remocdo de DNA linear
proveniente do genoma da bactéria hospedeira (Escherichia coli EP1300 — EPICENTRE) por
1 hora a 37°C. Por fim, o DNA foi precipitado com 3 volumes de etanol absoluto, seco a
temperatura ambiente e ressuspenso em 300 pl de agua ultrapura. O DNA resultante desse
tratamento foi utilizado para a construcdo da biblioteca para sequenciamento na plataforma
SOLID, seguindo as recomendacfes do fabricante (AppliedBiosystems-Life Technology).
Para sequenciamento da biblioteca de fragmentos foi utilizado o kit SOLiD™ Fragment
Library Sequencing para 50 pares de bases em um tempo aproximando de 8 dias. Em seguida
realizaram-se as montagens das sequéncias de DNA e, posteriormente, a identificacdo de
fases de leitura aberta (Open Reading Frames ou ORFS), a partir dos contigs reconstruidos. As
sequéncias de DNA das ORFs identificadas foram comparadas com as sequéncias depositadas
no banco de dados GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) utilizando o programa BLASTX.
Sequéncias de aminoacidos foram comparadas utilizando-se o programa BLASTp
(ALTSCHUL et al., 1997). Dentre essas sequéncias comparadas, foi selecionado um gene que

tinha potencial para codificar uma lipase.
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4.5.AMPLIFICACAO DO GENE QUE CODIFICA A LIPASE

A partir da sequéncia de nucleotideos da enzima identificada na etapa anterior, foram
construidos iniciadores especificos a serem utilizados para a amplificacdo do gene de
interesse por PCR (Polymerase Chain Reaction). Esses iniciadores foram desenhados
utilizando o programa PrimeSelect disponivel no pacote de programas LaserGene
(DNASTAR, Madison, WI, USA). As sequéncias dos iniciadores construidos sdo
apresentadas na Tabela 1. Nos iniciadores foram inseridos sitios para enzimas de restricao

com o objetivo de facilitar a clonagem do gene amplificado em um vetor de expresséo.

TABELA 1: Iniciadores utilizados na amplificacdo do gene codificador de lipase.

Sitio de Cauda

Gene Iniciador Sequéncia Vetor restricéo His
LipBL1 For | 5° CAA CGT TTA CCA | pET29a(+) Ncol C-ter
Lipase TGG AAC AGATAAGC

LipBL1 | LipBL1 Ver 5" CTG CTA ATT TTA | pET29a(+) BamHI C-ter
GGA TCC GAG GT

O gene codificador de lipase foi amplificado por PCR em termociclador Eppendorf
Master Cycler Gradiente, adotando as seguintes condi¢oes:

Para um volume de 10 pL de reacéo:

Reagente Volume

e Tampdo de reacdo 1puL
(Tris-HCI pH 8,4 e KCI1 500 mM) concentrado 10X

e DNTPs 1,6 uL
e MgCl, 0,6 pL
e Iniciador foward (10 pM) 0,2pL
e Iniciador reverse (10 pM) 0,2 uL
e Taq DNA polimerase de alta fidelidade Platinum™Pfx 0,1 uL
e DNA molde 100% (pool de DNA) 1L

e Agua ultrapura 5,3 puL



A reacdo de amplificacdo foi realizada nas seguintes temperaturas:

e [Inicial

e Desnaturagéo

e Anelamento

e Extensdo

e Final

Este ciclo foi repetido 35 vezes.

4.5.1. Visualizagdo do DNA

95°C
95 °C
62 °C
72°C
4°C

5 minuto
15 segundos
30 segundos
90 segundos

o0

15

Para visualizagdo e analise de DNA foi realizada uma corrida eletroforética em gel de

agarose elaborado na concentracdo de 1% (m/v). A solucdo TAE 1X (40 mM Tris-acetato e 1

mM de EDTA) foi utilizada para dissolver a agarose, bem como o tampéo de corrida.

ApoOs homogeneizacdo da amostra (3 pL) com a solucdo corante FSUDS (3 pL, conforme

descrito abaixo), esta foi aplicada no gel e este submetido a 70 V por 80 minutos. A corrida

foi acompanhada pela migracdo do azul de bromofenol contido na solucdo corante da

amostra. Apoés isso, 0 gel foi incubado com brometo de etideo 0,002%, e visualizado sob luz
UVB (302 nm) em um transluminador 3UV™ Transilluminator (UVP Corp).

Foi aplicado no primeiro poco do gel, o marcador de peso molecular de DNA
(GeneRuler™ 1kb DNA ladder, Fermentas).

Composicdo do corante FSUDS:

Bromofenol 2%

Ficol (0,5gem Tris 10 mM — 1,25 g (2,5 mL)

SDS 10%
EDTA0,5M pH 8,0
TrisHCI 1M pH 8,0
Xileno Cyanol

Dissolucdo em agua milli-Q até completar 12,5 mL.

0,5 mL
1mL
1,35 mL
45 uL
812,5 uL
0,05 g
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4.5.2. Clivagem de DNA com Enzimas de Restricdo

O DNA foi digerido com as enzimas de restricdo do sitio mutagénico inserido. A primeira

restricdo ocorreu com a enzima Ncol em um sistema de 20 pL:

e Tampéio (tango) 2 uL
e DNA amplificado 10 pL
e Enzima Ncol 0,2 puL
e Agua Milli-Q 7,8 uL

O sistema foi incubado em estufa, a 37 °C overnight. Posteriormente realizou-se a
precipitacdo do DNA. Esta reacdo ocorreu completando o volume da restricdo com Ncol, para
100 pL com agua Milli-Q e 50 pL de fenol-cloroférmio alcool isoamilico. O sistema foi
centrifugado por 5 minutos a 11.337 xg (13000 rpm em mini centrifuga Mini Spin
Eppendorf), recuperando a fase aquosa em um novo tubo. Adicionou-se etanol absoluto em
um volume de trés vezes e centrifugou-se novamente por 10 minutos. O sobrenadante foi
retirado e prosseguiu-se com adicdo de 500 pL de etanol 70%e nova centrifugacdo por 5
minutos. Descartou-se o sobrenadante e o pellet secou a temperatura ambiente. O DNA foi
ressuspendido em 30 pL de agua Milli-Q.

Uma nova restricdo foi realizada com os mesmos reagentes e volumes citados acima,
porém, com alteracdo da enzima para BamHI. O DNA que sofre restricdo foi analisados por

eletroforese em gel de agarose, de maneira idéntica a descrita acima no item 4.5.1.

4.6. PREPARO DO VETOR

O vetor escolhido para a expressdo da proteina recombinante em E.coli, foi o pET-29a(+)
(Novagen), que confere resisténcia ao antibidtico canamicina (pET SYSTEM MANUAL,
2002). Tal vetor possui 5.371 pares de base (Figura 3), e é fornecido pronto para uso. O DNA
foi clonado no sitio multiplo de clonagem. Portanto, previamente a reacao de ligacdo, o vetor
pET29a(+) foi digerido com as enzimas Ncol e BamHlI, nos volumes: 5 pL do tampdo tango
(Fermentas) para as duas enzimas, 0,5 pL de enzima, 10 pL do pET29 e 34,5 uL de agua
milli-Q.
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4.6.1. Clonagem do inserto em vetor plasmideo

A reacdo de ligagéo foi realizada em um sistema de 15 pL:

pET 29a(+) (30 ng/uL) 3 L
DNA com restrigdo (inserto) 5puL
T4 DNA ligase (Fermentas) 1puL
Tampao (Fermentas) 1,5uL
Agua Milli-Q 4,5 uL

A reacdo foi incubada a temperatura de 4°C por 24 horas. Ap6s a incubacdo, a solucéo
foi utilizada para a transformacao de células competentes de Escherichia coli.

Xho l158)
Not l{168)
Eag I(166)
Hind Hig173)
Sal l179)
Sac l{199)
EcoR K132)
BamH l{198)
EcoR V(206)
Nco K212)
Kpn l(238)
Bpul102 l@0) . ?gl 1241)
— | Nsp V(268
Dra Nl(5129)

Nde §{295)
e ] ! Xba {333)
= K‘.‘gbs-meo _-SgrA l(4aa)

0‘\0\“ W Sph 1(600)

: /A

Sgf I(4428) I
Pvu l4428) —7 /
Sma k4302) WBu I{1125
\ Y- Bd K139
Nru liz085) | | | | | BStE 1Hc1306)
~ Apa 1(1336)

pPET-29a(+)

(5371bp)

-StHVE

(Peg)

' BssH 111536
EcoS57 K3774) 4

A Hpa 1531)
AN 13642) =

PshA 1(1970)

N Bfa 1(2189)
\ VFSp lz207)
Psp5 1i2232)

FIGURA 3: Esquema ilustrativo das caracteristicas do vetor pET29a(+) (Novagen). FONTE:
http://www.synthesisgene.com/vector/pET-29a.pdf
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4.7. TRANSFORMACAO BACTERIANA

A transformacéo bacteriana foi feita utilizando-se células termocompentes. Para isso,
um pré-inéculo de 5 mL da célula Escherichia coli, estirpe TOP 10, foi crescido sob agitacdo
por aproximadamente 16 horas em meio liquido LB, na presenca do antibiético Sm (80
pg/mL).

Um in6culo foi feito na proporcdo 1:100 em 5 mL de LB e crescidos até uma DOggo
entre 0,2 e 0,5. A cultura foi mantida por 10 minutos no gelo e aliquotas de 1 mL foram
centrifugadas a 11337 xg (13.000 rpm) durante 60 segundos. As células foram ressuspensas
em 100 uL de solugdo TSS (CHUNG; NIEMELA; MILLER, 1989). Para a transformacéo,
10uL da ligagdo foram adicionados a 100 pL de células termocompetentes e incubadas em
gelo por 30 minutos. Um choque térmico de 30 segundos a 42°C foi feito seguido de
incubagéo em gelo por 2 minutos. As células foram recuperadas em meio LB a 37°C, durante
1 hora.

Posteriormente, estas células foram plaqueadas em meio sélido LA contendo o

antibiotico canamicina (100 pg/mL).

4.7.1. Coleta de Clones Transformantes

As coldnias transformantes (as crescidas na placa) foram coletadas aleatoriamente com
o0 auxilio de palitos de madeira estéreis e inoculadas em meio LB contendo canamicina (100

pg/mL).

4.8.PURIFICACAO DO DNA PLASMIDIAL

O isolamento do DNA plasmidial foi feito segundo o método de lise alcalina descrito
por Sambrook e colaboradores (1989). Uma aliquota de 1,5 mL de uma cultura de células
crescidas por aproximadamente 16 horas foram centrifugados durante 1 minuto a 11.337 g
(13000 rpm). O sobrenadante foi descartado e o sedimento de células foi ressuspendido,
utilizando o vortex, em 150 pL de tampdo GET (glucose 50 mmol/L, EDTA 10 mmol/L, Tris-
HCI pH 8,0 25 mmol/L). A solucdo foi centrifugada novamente na mesma condicdo e mais
150 uL de tampdo GET foi adicionado. Prosseguiu com adi¢do de 1 pL de ribonuclease A

(Sigma). A lise foi realizada adicionando-se 150 uL. de uma solugdo contendo NaOH 0,18
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mol/L + SDS 1 %. Essa mistura foi homogeneizada suavemente por inversédo e incubada por 1
minuto a temperatura ambiente. O DNA cromossomal, proteinas e o SDS foram precipitados
pela adicdo de 150 pL de acetato de potdssio 3 mol/L. Essa mistura foi homogeneizada por
inversdo e mantida por 5 minutos em banho de gelo. Apds esse tempo, a mistura foi
centrifugada por 5 minutos a 11337 g (13000 rpm). A essa solugéo foi adicionado 100 uL da
mistura cloroférmio:alcoolisoamilico (24:1). A mistura resultante foi agitada para
homogeneizacdo e centrifugada por 5 minutos a 11337 g. O sobrenadante contendo o
plasmideo foi separado em outro tubo, descartando-se o precipitado. Apds coleta da fase
aquosa, foi misturado 3 volumes de etanol absoluto. Novamente centrifugou-se a 11337 xg
(13000 rpm) por 5 minutos, e posteriormente, o sobrenadante foi descartado. O precipitado foi
lavado com 1 mL de etanol 70%, seco em estufa 37°C e dissolvido em 30 pL de dgua milli-Q

e armazenado no freezer a -20°C.

4.8.1. Anélise do produto da mini-prep

Para a analise da qualidade do produto da mini-prep, realizou-se uma eletroforese em

gel de agarose 1%, como descrito no item 4.5.1.

4.8.2. Clivagem enzimatica do vetor pET29a(+) contendo o inserto.

O produto da mini-prep, ou seja, o vetor pET contendo o inserto correspondente a
proteina Lip BL1 com os sitios de restricdo, foi clivado com as enzimas Ncol e BamHI. Desta
forma, em tubos para microcentrifuga de 1,5 mL foram adicionados 5 puL. de amostra (pET
com inserto da proteina contendo os sitios de restricdo), 0,5 uL da enzima Ncol(10 U/uL)
(Fermentas), 2 uL de tampdo Tango 10X concentrado (Fermentas 10 mM Tris-HCI pH 8,0,
100 mM KCI, 10 mM MgCI2, 0,1 mg/mL BSA) e 12,5 uL de agua Milli-Q para um volume
final de 20 pL. A reacdo foi brevemente centrifugada e incubada em estufa a 37°C overnight.

Seguiu-se com o protocolo de precipitacdo de DNA, descrito no item 4.5.2 para
posterior restricdo com a enzima BamH | (10 U/uL) nas mesmas condi¢des. Para confirmar a
digestdo foi realizada uma eletroforese preparativa em gel de agarose 1% como descrito no
item 4.5.1.
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4.9. SEQUENCIAMENTO DO CLONE

As reacOes de PCR para seqiienciamento dos fragmentos de DNA clonados em vetor

PET29a(+), foram realizadas nas seguintes condigdes:

e BigDye Terminator (Applied Biosystems) 1,0 uL
e Primer T7 10 pmoles 0,5 puL
e Tampéo Save money (Applied Biosystems) 3,0 uL
e DNA 3,0 L
e Agua milli-Q 2,5 uL

Composicdo do tampédo Save Money:

e Tris-HCIpH9.0,1 M 2 mL
e MgCl; 50 Mm 1mL
e Agua milli-Q Completar para 10 mL

Foram feitas reacOes individuais para cada primer utilizado. As misturas foram levadas ao

termociclador, sendo submetidas ao seguinte programa:

e Inicial 96°C 1 minuto
e Desnaturacéo 96 °C 15 segundos
e Anelamento 60 °C 15 segundos
e Extensdo 60°C 4 segundos
e Final 4°C 0

Apos a reacdo, os fragmentos de DNA amplificados foram precipitados, e 0os dNTPs
marcados por fluorescéncia que ndo foram incorporados, foram retirados por sucessivas
lavagens.

Para precipitacdo do DNA amplificado, marcado pela PCR de seqlenciamento,
adicionou-se 2 pL de acetato de aménio 7,5 M, 10 uL de agua milli-Q estéril e 66 pL de
etanol absoluto. Centrifugou-se a mistura por 45 minutos a 11337 xg (13.000 rpm). Retirou-se
0 sobrenadante e adicionou 100 pL de etanol 70% (v/v), voltando a centrifuga por mais 15
minutos na mesma rotacdo. ApOs, descartou-se o sobrenadante e deixou-se secar a

temperatura ambiente.
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Para aplicagdo no seqiienciador, as amostras foram ressuspendidas em 10 pL de
Hi.Diformamida (ABI Prism), submetidas a desnaturacdo por 5 minutos, a 96 °C. O
sequenciamento foi realizado em um aparelho capilar modelo ABI 3500 DNA Analyzer

(AppliedBiosystems).

4.9.1. Andlise das sequéncias

Apobs o sequenciamento, os eletroferogramas foram analisados usando-se o programa
Phred/Phrap (EWING et al., 1998), onde relatérios de qualidade das sequéncias foram
gerados e alinhados. O programa Consed (GORDON et al., 1998) foi utilizado para visualizar
a reunido das sequéncias.

As sequéncias obtidas nos equipamentos foram alinhadas no programa ClustalW?2
(CHENNA et al., 2003), para reconstrucdo do inserto original contido na biblioteca
metagenémica (FAORO, 2011).

A sequéncia consenso, estendida, denominada “contig” foi comparada ao banco de
dados do ‘“National Center for Biotechnology Information” (NCBI). Para analisar as
sequéncias de nucleotideos, foram utilizadas no programa as ferramentas blastX, disponivel
no site http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi que compara sequéncias de nucleotideos
traduzidas com o banco de dados de aminoacidos do GenBank. Por outro lado, para analisar
as sequéncias de aminoacidos, foi utilizada a ferramenta blastP, que compara sequéncia de
aminoacidos com o banco de dados de aminoacidos do GenBank. Foi utilizada na analise das
sequéncias de aminoacidos do gene da lipase. Outras analises utilizaram 0s programas
disponiveis no site web.expasy.org/protparam/ (GASTEIGER et al., 2005) determina algumas
caracteristicas fisico-quimicas para a sequéncia de aminoacidos da proteina. TMHMM Server
v 2.0 disponivel no site www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMM/ avalia a presenca de hélices

transmembrana na proteina.

4.10. EXPRESSAO DA LIPASE RECOMBINANTE EM E.coli

4.10.1. Transformacéo das células competentes para teste de expressao.

A transformacdo de maneira similar ao item 4.7. com algumas alteraces. Adicionou-

se 10uL do plasmideo integro em 100 pL de células da estirpe BL21 (ADE3) (Strategene)
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4.10.2. Teste de inducéo a expressao génica.

Algumas col6nias de E. coli crescidas em meio LA foram selecionadas e inoculadas
em 5 mL de meio LB na presenca do antibiético canamicina (Km 100ug/mL), a cultura foi
incubada sob agitacéo por cerca de 16 horas, a 180 rpm. Cinquenta microlitros do pré-indculo
foram utilizados para preparar o inoculo utilizado para verificagdo da expressdo. As bactérias
foram multiplicadas a 37 °C, 180 rpm até atingir ODgoo de 0,5 e, a estas adicionou-se 0,5 mM
de isopropil-B-tiogalactosideo (IPTG). Decorridos os tempos de 1, 2, 3 e 5 horas de inducao,
retirou-se aliquotas de 1,5 mL que foram centrifugadas e o sobrenadante desprezado. As
células foram lisadas por sonicagdo (3 vezes com intervalos de 10 segundos) em tampéo de
lise (tampéo de maostra) (Tris HCl 20 mM e NaCl 100 mM, pH 8,1) em um volume de 200
ML. Recolheu aliquotas do extrato bruto, solvel e do precipitado. O mesmo procedimento foi
feito com a estirpe sem inserto, como um controle. A expressao da proteina de interesse foi
verificada em gel SDS-PAGE. A composicao do gel utilizado é apresentada na Tabela 2. Para
a aplicacdo no gel, as amostras de proteina foram misturadas com tampédo de amostra (Tris-
HCI pH 6,8 100 mM, glicerol 20% (m/v), SDS 4% (m/v), azul de bromotimol 0,2% (m/v) e
DTT 200 mM) na proporc¢édo 1:1 e aquecidas a 100°C por 5 minutos. As eletroforeses foram
conduzidas a 170 V durante 50-60 minutos em tampé&o de corrida (Tris-base 25 mM, glicina
250 mM e SDS 0,1%). Depois de finalizada a corrida, o gel foi corado em solu¢cdo Coomassie
Blue R-250 2,5% durante 25 minutos. Em seguida, o gel foi lavado em &agua ultrapura e
descorado em solugdo descorante (dgua/metanol/acido acético nas concentracdes 4,5/4,5/1,0

% v/v) por 20 minutos.

TABELA 2: Composicao do gel SDS-PAGE utilizado para anélise de proteinas

Componente Gel de empilhamento | Gel de separacao
e Tris-HCIpH 6,5 0,5M 1,3mL -
e Tris-HCIpH 8,8 1,5M - 2,5 Mi
e SDS 10% 50 pL 100 pL
e Acrilamida 40% 487,5 uL 3mL
e APS 10% 25 pL 50 uL
e TEMED 10 pL 10 pL
e Agua ultrapura 3,162 mL 4,35 Ml
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4.11. OTIMIZACAO DA EXPRESSAO DA PROTEINA RECOMBINANTE

Foi determinada uma condicdo diferente de expressdo para a obtencdo de maior
rendimento da proteina, na forma sollvel, ap6s a lise das células bacterianas. O procedimento

realizado foi igual ao descrito no item anterior, variando o tempo e a temperatura.

4.11.1. Variagao de temperatura.

Apds a indugdo com IPTG, os inoculos foram colocados para crescer nas seguintes
temperaturas:

e 30 °C com 3 horas de indugéo.

e 18 °C com 3 horas de inducéo.

O tampéo de lise e a estirpe mantiveram-se 0S mesmos.

4.12. OTIMIZACAO DA RECUPERACAO DA PROTEINA RECOMBINANTE

4.12.1. Variacao de pH do tampéo de lise.

Ap0s otimizacdo da temperatura a 30 °C por 3 horas foi utilizado o tampé&o de lise com

a mesma composicao, porém, alterando o pH para5, 6, 9 e 10.

4.12.2. Variacao da concentracéo do sal e do tipo de sal do tampéo de lise.

Foram testadas diferentes concentracdes de NaCl no tampéo de lise: 2100 mM, 300 mM
e 500 mM. Além disso, outro tampao foi feito, substituindo o cloreto de sddio por cloreto de
potassio (KCI) em concentracdo de 100 mM, em pH 8.

A sonicacdo nesse teste foi aumentada para 10 vezes de 20 segundos de intervalos.

4.12.3. Adicdo de detergentes no tampao de lise.
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Testou a solubilidade da proteina adicionando trés tipos de detergentes: Triton, Tween
20 e Tween 80. Todos eles em uma concentracdo de 1%. Isso foi realizado ja que detergentes

tém a capacidade de aumentar a solubilidade da proteina.

4.12.4. Variagéao da estirpe de E. coli.

A estirpe Rosetta (Novagen) foi utilizada, substituindo a BL21 com a finalidade de
aumentar a solubilidade da proteina recombinante. A transformacgdo e o preparo do inoculo
ocorreu da mesma maneira que a BL21, descrito no item 4.10. O tampéo de lise utilizado foi
composto pelos mesmos componentes no teste de expresséo (Tris HCl 20 mM, pH 8 e NaCl
100 mM). A temperatura de crescimento da bactéria foi de 30°C e de 37°C.

4.12.5. Alteracdes na manipulacéo do pellet.

O in6culo de 5 mL induzido com IPTG foi centrifugado apds 3 horas de indugdo. Em
uma aliquota foi adicionado o tampdo de lise e em seguida, congelado. Apo6s 14 horas
continuaram 0s procedimentos de sonicacdo e verificacdo da expressdo. Em outra aliquota o
tampao de lise foi adicionado, seguiu com a sonicacdo de 10 vezes, com intervalos de 20
segundos e depois foi congelado. Apos 14 horas, a amostra foi sonicada mais uma vez e

seguiu com procedimento.

4.13. PURIFICACAO DA PROTEINA

Otimizadas as condicdes de expressdo e recuperacdo da proteina com temperatura de
30°C, tempo de inducdo por 3 horas, tampédo de lise correspondendo a 20 mM Tris HCl e 100
mM de NaCl, pH 8,1 com congelamento depois da sonicacdo, realizou-se a expressao em
maior escala para proceder-se a purificacdo da proteina recombinante. A purificacdo da lipase
Lip BL foi realizada a partir de 1000 mL de cultura contendo 500 pL de antibidtico
canamicina. Foi inoculado com uma pré-cultura de E.coli (BL21) transformada, da dilui¢éo
de 1/100 e incubada a 30 °C com agitacdo de 180 rpm. Quando a absorbancia em 600 nm
alcancou 0,5, a expressdo de proteina foi induzida pela adi¢do de IPTG na concentracéo final

de 0,5 mM. Apds 3 horas de indugdo, as celulas foram centrifugada a 4,70x1000 xg (5000
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rpm) em centrifuga refrigerada a 4°C por 10 minutos. Os precipitados celulares foram
suspensos em 66 mL tampdo de lise (Tris-HCI pH 8,0 20 mM, NaCl 100 mM). As células
foram lisadas por sonicagdo (15 vezes de 20 segundos com intervalos de 20 segundos) em
gelo, usando o sonicador® XL 2020 (Heat systems-Ultasonicsinc,. New Highway,
farmingdale, NY, USA). Em seguida, todo o extrato bruto foi guardado em tubos falcons
esteéreis e armazenado em freezer a -20°C. O descongelamento ocorreu por agitagdo manual e
logo apds, essa solucdo foi sonicada mais uma vez, na mesma condigdo. O extrato celular
resultante foi centrifugado a 30.000 xg (15000 rpm) por 30 minutos para separacdo das
fracGes soltvel e insoltvel. A fracdo soltvel contendo a proteina com cauda de histidina foi
aplicada em uma coluna cromatografica HisTrap™ chelatingHPcolumn (GE Healthcare,
USA) carregada com NiCl; e equilibrada com tampéo de lise (tampdo A). A cromatografia foi
conduzida no cromatografo AKTA basic (GE Healthcare, USA). A coluna foi lavada com 6
volumes de tampdo A. A proteina lipBL1 possui uma cauda com residuos de histidina na
regido N-terminal que favorece sua interacdo com o niquel da coluna. Enquanto as demais
proteinas sdo eluidas, Lip BL fica retida na coluna. Apos toda a solucdo de proteinas ter
passado pela coluna, a proteina de interesse foi eluida com gradiente crescente (0 — 100%) de
tampao de lise contendo imidazol 500 mM (tampéo B), com uma vazéo de 2 mL/segundo. A
deteccdo das proteinas foi monitorado a 280 nm e as fracbes das proteinas eluidas foram
analisadas em gel SDS-PAGE.

4.14. IDENTIFICACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

A deteccdo da atividade da lipase foi realizada em meio solido LA, contendo
canamicina (100pg/mL), 1% de tributirina e 0,5 mM de IPTG e em outro meio, LA contendo
ampicilina, canamicina (100ug/mL), e 0,5 mM de IPTG.

A bactéria contendo o gene da lipase foi plaqueada no meio contendo tributirina,
incubada a 37 °C por sete dias. Para o preparo do meio da lipase todos os componentes foram
pesados, dissolvidos em agua destilada, misturados mecanicamente durante 1 minuto e
autoclavados.

A mesma bactéria transformada foi plaqueada em meio LB contendo IPTG 0,5 mM,
canamicina (100ug/uL) e ampicilina nas seguintes concentragdes: 100 pg/uL, 50 pg/pl, 25
pg/ul e 10 pg/uL.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1.AMPLIFICACAO E CLONAGEM DO GENE QUE CODIFICA A LIPASE LIPBL1

Foi sintetizado um par de oligonucleotideos (forward e reverse) para a amplificacdo da
lipase LipBL1 com base no gene da biblioteca metagendmica e as sequéncias estdo descritas
na Tabela 1 dos materiais e métodos . Com o auxilio da bioinformatica, verificou-se que essa
proteina apresenta o peso molecular de aproximadamente 1200 pares de bases (pb). Através
da comparacao visual com padrdes de tamanho molecular em gel de agarose, notou-se que a
amplificacdo do gene apds a PCR foi bem sucedida, gerando um fragmento com o peso
esperado (Figura 4). Esse produto da PCR foi digerido com as enzimas de restricdo Ncol e
BamHlI, assim como o vetor, possibilitando assim que o inserto pudesse ser ligado ao vetor
(Figura 5).

1200 pb

FIGURA 4: Amplificacdo do gene codificador da lipase BL1 por PCR, resultando em uma
banda com aproximadamente 1200 pares de bases em eletroforese em gel de agarose 1%.
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PET29a(+)

LipBL1

FIGURA 5: Eletroforese em gel de agarose 1% da restricdo do produto da PCR e do vetor
pET29a(+). Onde (A) Marcador de peso molecular GeneRuler 1 kb Fermentas Ladder; (B)
Restricdo da Lipase BL1 com as enzimas Ncol e BamHI e (C) perfil de restricdo do vetor
pET29a(+) com enzimas Ncol e BamHI.

5.2.TRANSFORMACAO BACTERIANA E PURIFICACAO DO DNA PLASMIDIAL

Depois do vetor e 0 DNA terem sido incubados por 24 horas, a 4° C, para que ocorresse a
ligacdo formando o plasmideo recombinante com o gene da lipase, este foi transformado por
termocompeténcia na bactéria E. coli estirpe TOP10 (Invitrogen), para certificacdo que a
reacdo foi bem sucedida. As bactérias foram plaqueadas em meio LB contendo canamicina e
12 coldnias transformantes, resistentes ao antibiético, foram selecionadas para extracdo do
DNA plasmidial.

Os 12 diferentes DNAs plasmidiais isolados foram submetidos a uma eletroforese em
gel de agarose 1% para analisar se houve diferencas nos padrdes de banda. Observando a
Figura 6, confirma-se a presenca de dois diferentes padrdes, indicando que em um deles
corresponde ao vetor pET29a(+) com o gene que codifica a lipase e outro, correspondendo
apenas ao vetor. O perfil de digestdo com as enzimas de restricdo Ncol e BamHI dos

fragmentos clonados possibilitou a confirmacéo da presenca dos insertos corretos na maioria
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dos padrdes de bandas. Ou seja, exceto nos pocos 3 e 8 (Figura 6) o inserto ndo se ligou ao
vetor.

Para verificar a correta insergdo do gene no plasmidio, foi realizada uma nova restricéo da
banda 13 com as enzimas Ncol e BamHI e o produto foi aplicado no gel (Figura 7, amostra
3), juntamente com o plasmideo ndo digerido (Figura 7, amostra 2).
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FIGURA 6: Dois diferentes padrdes de bandas resultantes da eletroforese em gel de agarose
1% do DNA plasmidial sem restricéo.
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FIGURA 7: Mapa de restricdo do DNA plasmidial, contendo o inserto (gene da lipase), com
as enzimas Ncol e BamHI. (1) Marcador de peso molecular de 1 kb (Fermentas). (2) DNA
plasmidial recombinante sem restri¢do. (3) DNA plasmidial recombinante, com restricao.

5.3.ANALISES DE SEQUENCIAS

A reacdo de sequenciamento do DNA plasmidial recombinante gerou uma sequéncia.
Esta foi comparada com a existente na biblioteca gen6mica através do programa ClustalW?2
resultando em mutacdo de dois aminoacidos (Figura 8), uma lisina foi alterada para glutamato
e uma isoleucina foi alterada para valina. Apesar dessas mutacdes, possivelmente as
propriedades da proteina ndo foram alteradas, ja que essas ocorreram nas extremidades da
proteina. Seguindo com a analise de nucleotideos e de aminoacidos pelo banco de dados do
NCBI, os programas BlastX e BlastP detectaram que o gene LipBL1 alinhou-se com o gene
beta-lactamase de Chryseobacterium sp. com 64% de identidade. Ambos os programas
também indicaram o dominio principal presente na sequéncia de nucleotideo e aminoacido.
Por similaridade de sequéncia, a lipase LipBL1 pode ser classificada como pertencente a
superfamilia das beta-lactamases (Figura 9).

O programa Protparam (GASTEIGER et al., 2005) forneceu alguns parametros fisico-
quimicos para a sequéncia de aminoacidos da lipase LipBL1l: 371 aminoacidos, peso
molecular de 42172,0 Da e pl tedrico de 7,68. A analise de regido transmembrana foi
realizada em TMHMM Server v 2.0 (SONNHAMMER et al., 1998) revelando que ndo possui

hélices transmembrana.
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CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment
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LipBL1-EBiblioteca
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LipBL1-EBiblioteca

LipBL1-pET
LipBL1-Biblioteca

LipBL1-pET
LipBL1-EBiblioteca

LipBL1-pET
LipBL1-Biblioteca
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FIGURA 8: Alinhamento de aminoacidos da sequéncia da LipBL1 da Biblioteca
Metagenémica e da sequéncia da LipBL1 no pET29a(+). Mutacdes destacadas em vermelho.

Putative conserved domains have been detected, click on the image below for detailed results.
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Specific hits
Superfanilies

Beta—lactamase
Beta—lactamase superfamily

Hulti-donains

FIGURA 9: Resultado da andlise da sequéncia de aminoacidos pelo programa blastP,
resultando em um dominio beta-lactamase.

5.4.TESTE DE EXPRESSAO DA LIPASE RECOMBINANTE

Confirmada a presenca do gene no vetor, seguiu-se com a transformacao da estirpe
BL21 para a expressdo da lipase. A expressdo da proteina foi avaliada em gel desnaturante
SDS utilizando o extrato bruto, a fracdo soltvel e a fracdo insolavel, ap6s indugdo com 0,5
mM de IPTG por 1, 2, 3 ou 5 horas. Em todos os casos, foi possivel visualizar uma banda de
proteina expressa com um peso correspondente ao tamanho esperado da proteina de interesse

(42 KDa), indicando que o sistema de expressdo funcionou satisfatoriamente. O melhor gel
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para a visualizagdo da proteina recombinante foi o de 2 horas apds a indugdo (Figura 10).
Como controle no gel, foi utilizada a bactéria contendo o vetor, mas sem a presenca do

inserto.

97KDa —
66 KDa —»
45KDa —»
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FIGURA 10: Eletroforese em gel de poliacrilamida 12% (SDS-PAGE) das proteinas
expressas pelas células de E. coli BL21 sem o inserto (A) e com o inserto no vetor (B).
Inducdo com 0,5 mM de IPTG por 2 horas a 37°C. A seta indica a banda correspondente a
proteina recombinante expressa. Onde, (1) Marcador de massa molecular Amersham Low
Molecular Weight (GE heathcare); (2) Extrato bruto; (3) Fracdo soltvel; (4) Fracdo insoluvel;
(5) Fracdo solavel; (6) Extrato bruto; (7) Fracdo insoluvel.

5.5.0TIMIZACAO DA EXPRESSAO

Buscando melhorar a expressdo da proteina, a inducdo com IPTG foi realizada em diferentes

temperaturas (30°C e 18°C), conforme a Figura 11.

5.6.0TIMIZACAO DA RECUPERACAO

Devido ao fato da proteina recombinante ter sido encontrada principalmente na
fracdo insoluvel, foram testados outros tampdes de lise e/ou outras condi¢Bes de expressao,
buscando a solubilizagdo da proteina de interesse, para posterior etapa de purificacdo. Para
isso, foram testados diferentes pHs, concentracdes e tipo de sal e detergentes no tamp&o de
lise. Mesmo com as alteragdes das condicdes, a lipase ficou quase que totalmente na fragéo

insoltvel, como pode ser observado nas figuras a seguir (Figura 12, 13 e 14).
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FIGURA 11: Eletroforese em gel de poliacrilamida 12% (SDS-PAGE) dos extratos brutos e
das fragdes sollvel e insollvel, induzidos em diferentes temperaturas (30°C e 18°C) com 0,5
mM de IPTG, por 2 horas em E.coli BL21 com e sem gene que codifica a lipase. Onde, (1)
Marcador de massa molecular; (2) Extrato bruto sem gene que codifica lipase a 30°C; (3)
Fracdo soltvel sem gene que codifica lipase a 30°C; (4) Fracdo insoluvel sem gene que
codifica a lipase a 30°C; (5) Extrato bruto com o gene que codifica a lipase a 30°C; (6) Fracao
solivel com o gene que codifica a lipase a 30°C; (7) Fracédo insoltvel com o gene que codifica
a lipase a 30°C; (8) Extrato bruto com o gene que codifica a lipase a 18°C; (9) Fracédo soluvel
com o0 gene que codifica a lipase a 18°C; (10) Fracgdo insolivel com o gene que codifica a
18°C.
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FIGURA 12: Eletroforese em gel de poliacrilamida 12% (SDS-PAGE) do extrato bruto e das
fracbes sollvel e insolivel da proteina lipase expressa pela E. coli BL21, tratados com
diferentes pHs. Inducdo com 0,5 mM de IPTG, por 3 horas a 30°C.

Onde, (1) Marcador de massa molecular; (2) Extrato bruto tratado com tampéo de amostra em
pH 5; (3) Fracdo soluvel tratado com tampdo de amostra em pH 5; (4) Fragdo insolivel
tratado com tampéo de amostra em pH 5; (5) Extrato bruto tratado com tampéo de amostra em
pH 6; (6) Fracdo solivel tratado com tampdo de amostra em pH 6; (7) Fracdo insolivel
tratado com tampéo de amostra em pH 6; (8) Extrato bruto tratado com tampédo de amostra em
pH 9; (9) Fracdo soluvel tratado com tampdo de amostra em pH 9; (10) Fracdo insolivel
tratado com tampao de amostra em pH 9; (11) Extrato bruto tratado com tampdo de amostra
em pH 10; (12) Fragdo soluvel tratado com tampdo de amostra em pH 10; (13) Fracédo
insoluvel tratado com tampéo de amostra em pH 10.
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FIGURA 13: Eletroforese em gel de poliacrilamida 12% (SDS-PAGE) do extrato bruto e das
fracGes solivel e insolivel da proteina lipase expressa pela E. coli BL21, tratados com
diferentes concentracdes de NaCl e com 100 mM de KCI no tampéo de amostra. Inducdo com
0,5 mM de IPTG, por 3 horas a 30°C. Onde: (1) Marcador de massa molecular; (2) Extrato
bruto tratado com 100 mM de NaCl; (3) Fracdo soluvel tratado com 100 mM de NaCl; (4)
Fracdo insolivel tratado com 100 mM de NaCl; (5) Extrato bruto tratado com 300 mM de
NaCl; (6) Fragéo soluavel tratado com 300 mM de NacCl; (7) Fragdo insoluvel tratado com 300
mM de NaCl; (8) Extrato bruto tratado com 500 mM de NaCl; (9) Fragéo soluvel tratado com
500 mM de NaCl; (10) Fracédo insolavel tratado com 500 mM de NaCl; (11) Extrato bruto
tratado com 100 mM de KCI; (12) Fracao solavel tratado com 100 mM de KCI; (13) Fragéo
insoltvel tratado com 100 mM de KCI.
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FIGURA 14: Eletroforese em gel de poliacrilamida 12% (SDS-PAGE) do extrato bruto e das
fracdes soluvel e insolivel da proteina lipase expressa pela E. coli BL21, tratados com
diferentes detergentes na concentracao de 1% no tampao de amostra. Inducdo com 0,5 mM de
IPTG, por 3 horas a 30°C. Onde: (1) Marcador de massa molecular; (2) Extrato bruto com
Triton; (3) Fracdo sollvel com Triton; (4) Fracdo insolivel com Triton; (5) Extrato bruto com
Tween 20; (6) Fracdo solavel com Tween 20; (7) Fracdo insoldvel com Tween 20; (8) Extrato
bruto com Tween 80; (9) Fragdo soluvel com Tween 80; (10) Fragdo insoldvel com Tween
80.
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Devido a possibilidade de existir de cddons raros nesse gene em estudo e na
tentativa de eliminar esse problema de solubilidade, testou-se a expresséo em E. coli estirpe
Rosetta. Esta estirpe de E. coli facilita a expressao de codons raros. No entanto, mesmo com a
alteracdo do sistema de expressdo, o problema da solubilidade ndo foi resolvido como pode
ser observado na Figura 13. Pode-se observar que nas fracdes sollveis expressas a 30° ou

37°C (amostras numero 3 e 6 da Figura 15) a proteina ndo pode ser visualizada.
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FIGURA 15: Eletroforese em gel de poliacrilamida 12% (SDS-PAGE) do extrato bruto e das
fracdes soluvel e insoluvel da proteina lipase expressa pela E. coli Rosetta. Inducdo com 0,5
mM de IPTG, por 3 horas a 30°C e 37°C. Onde, (1) Marcador de massa molecular; (2) Extrato
bruto expresso a 30 °C; (3) Fracdo soluvel expressa 30 °C; (4) Fracdo insolivel expressa a 30
°C; (5) Extrato bruto expresso a 37 °C; (6) Fracdo soluvel expressa a 37°C; (7) Fracao
insoluvel expressa a 37 °C.

Ap0s consulta na literatura, optou-se por congelar o pellet na presenca de tampao.
Como descrito nos materiais e métodos, no item 4.12.5, foram feitos dois tipos de
congelamento: antes da sonicagdo (condicdo 1) ou ap0s a sonicacao (condicdo 2). Apos estes
procedimentos, observou-se que o pellet na condi¢do 1, teve sua fracdo soluvel aumentada
(amostra nimero 6 da Figura 16), indicando que o congelamento auxiliou na liberacdo da

proteina para a fase aquosa.
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FIGURA 16: Eletroforese em gel de poliacrilamida 12% (SDS-PAGE) do extrato bruto e das
fracGes soluvel e insollvel da proteina lipase expressa em E. coli BL21, com congelamento
antes ou depois da sonicac¢do. Indugdo com 0,5 mM de IPTG, por 3 horas a 30°C.

Onde, (1) Marcador de massa molecular; (2) Extrato bruto que teve o pellet ressuspendido em
tampdo e congelado; (3) Fracdo soltvel que teve o pellet ressuspendido em tampdo e
congelado; (4) Fracdo insoluvel que teve o pellet ressuspendido em tampéo e congelado; (5)
Extrato bruto que teve o pellet ressuspendido em tampéo, sonicado e congelado; (6) Fracéo
solivel que teve o pellet ressuspendido em tampdo, sonicado e congelado; (7) Fracdo
insolavel que teve o pellet ressuspendido em tampéo, sonicado e congelado.

5.7.PURIFICACAO DA PROTEINA LIPBL1

Depois de estipuladas as caracteristicas de procedimentos com o pellet seguiu-se
com a purificacdo da proteina como descrita nos materiais e métodos item 4.13.

A proteina LipBL1 foi purifica pelo método cromatogréfico de afinidade em coluna
de niquel, através da interacdo entre os residuos de histidina (His-tag) adicionados na regidao
C-terminal da proteina e os ions metalicos de niquel da coluna. Para eluir a proteina de
interesse, foi utilizado o tampéo de lise com concentracGes crescentes de imidazol (tampéo
B). Foram coletadas 12 fracOes proteicas de 2 ml cada, sendo que os picos de eluigdo
comegaram a aparecer na fracdo 4, correspondendo 16% de imidazol no tampd B e
terminaram na fracdo 7, correspondendo a 40%. O pico de eluicdo maximo correspondeu a

31% de imidazol no tampdo B (Figura 17).
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Como observado no gel, a proteina de interesse nao foi purificada, permanecendo na
fracdo insolivel. Os picos de eluicdo resultantes do equipamento referiam-se a outras
proteinas que, possivelmente estavam em maior quantidade na fragdo solivel, ou pelo fato de
que a concentracdo de sal no tampédo de lise (tampdo A) ser muito pequena, permitindo a

interacdo das proteinas com a agarose da coluna.
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FIGURA 17: Eletroforese em gel de SDS poliacrilamida 12% (SDS-PAGE) das fracdes
proteicas obtidas da tentativa de purificacdo da LipBL1 em coluna His Trap carregada com
niquel e eluidas em concentracfes crescentes de imidazol. Onde: Marcador de massa
molecular; (2) LipBL1 extrato bruto. (3) LipBL1 fracdo soltvel. (4) LipBL1 fracdo insolavel.
(5)LipBL1 injecdo. (6) LipBL1 lavagem. (7) Fragdo um — 0%de imidazol. (8) Fracéo dois. (9)
Fracdo trés. (10) Fracdo quatro — 16% de imidazol. (11) Fracdo cinco — 31% de imidazol. (12)
Fracdo seis — ~40% de imidazol. (13) Fracdo sete. (14) Fragdo oito. (15) Fracdo nove. (16)
Fracdo dez - ~60%imidazol.

5.8. ANALISE DA ATIVIDADE ENZIMATICA

Os substratos hidrolisados por lipases séo triglicerideos, 0s quais guimicamente sao
ésteres carboxilicos derivados do glicerol. A tributirina € um triglicerideo composto por uma
molécula de glicerol e trés moléculas de &cido butirico. Ela oferece vantagens como um
substrato para a lipase, por ser facilmente dispersa sem o uso de detergentes e por apresentar
seus produtos, da reacédo de hidrélise, na forma solivel em agua.

Quando a lipase consegue produzir um halo de degradacdo em meio solido contendo
tributirina, significa que a enzima conseguiu hidrolisar esse triglicerideo em glicerol e acido
butirico (ZIBETTI, 2008).

As células que continham os plasmideos com o inserto (gene de interesse da lipase)
deveriam produzir halos de hidrolise indicando que o gene da lipase estava sendo

corretamente expresso e que a enzima estava integra e ativa, degradando a tributirina. No



37

entanto, nos experimentos realizados, as células ndo produziram halos de hidrolise (Figura
18). E possivel inferir que esse gene selecionado da biblioteca metagendmica ndo esteja
integro. Ou seja, é possivel que esse gene exija a expressdo de multiplos genes para que sua
atividade bioldgica seja identificada. Também é possivel que a proteina esteja sendo expressa
de maneira insoluvel, podendo formar corpo de inclusdo, e dessa forma a atividade enzimética

nao sera observada.

FIGURA 18: A bactéria E. coli transformada contendo o gene codificador de lipase clonado
no vetor de expressao pET29a foi testado em meio LA suplementado com tributirina 1% para
avaliacdo da atividade lipolitica. O clone bacteriano foi crescido em estufa a 37°C durante sete
dias.

No trabalho de Faoro (2010) um teste de atividade enzimatica muito similar foi
realizado. Ele utilizou a estirpe de E. coli Rosetta transformada com um plasmideo que
também continha um gene codificador de uma lipase. Essa estirpe foi plaqueada em meio LA

- tributirina 1% e foi possivel visualizar a formacdo de um halo de degradacdo (Figura 19).
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FIGURA 19: Estirpes de E. coli Rosetta contendo genes codificadores de lipases clonados no
vetor pET28a testados em meio LA — tributirina 1%. (1) pETLPO01ORF27 BL21 Rosetta
(LPO010ORF27); (2) pETLPO90ORF24 BL21 Rosetta (1ILPO90ORF24). FONTE: FAORO,
2010.

Outro teste foi realizado em um meio contendo ampicilina em diferentes
concentragdes, pois segundo a anélise das sequéncias de nucleotideos e aminoacidos dessa
lipase revelou um dominio de beta-lactamase. Plasmideos que apresentam genes de beta-
lactamases, conferem resisténcia a ampicilina. Esta enzima e secretada para o periplasma,
onde catalisa a hidrolise do anel B-lactamico das penicilinas. A ampicilina presente no meio
de cultivo é especialmente suscetivel a degradacdo, tanto pela beta-lactamase ou por
condicdes acidicas em culturas de alta densidade. Portanto as bactérias que crescem na placa
contendo a ampicilina, teoricamente apresentam esse dominio beta-lactdmico, sendo
resistentes a esse antibidtico (MARTINELLI, 2007).

Desta forma, para estudar esta atividade biologica, as bactérias contendo o
plasmideo foram plaqueadas no meio com ampicilina. Porém, as células ndo cresceram em
nenhuma concentracdo desse antibiotico, indicando que a quebra do anel beta-lactamico nédo

foi possivel.

5.9.CONSIDERACOES FINAIS

Bibliotecas metagen6micas permitem a exploracdo biotecnolégica de
microrganismos ainda desconhecidos sem a necessidade de cultura. Porém permanece a
necessidade de métodos de screening funcionais para atividades enzimaticas que sejam de
interesse mais especifico.

Dentro de uma biblioteca metagendmica muitos clones podem passar despercebidos,
podem ser isolados para um tipo de atividade, quando na verdade realizam outro tipo de

catalise, e/ou podem necessitar de genes complementares (expressdo de mais de um gene)
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para que a atividade enzimética possa ser evidenciada. Esses dois Ultimos casos podem estar

ocorrendo nesse trabalho.
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6. CONCLUSAO

A ORF que codificava uma lipase retirada da biblioteca metagendmica da Mata
Atlantica Paranaense foi amplificada, clonada e expressa. Porém a purificacdo nao foi bem
sucedida porque a proteina recombinante encontrou-se insoltvel nas condicfes testadas.

A enzima lipase expressa neste trabalho ndo apresentou atividade lipolitica sobre o
substrato tributirina e também ndo apresentou propriedade de beta-lactamase frente a

ampicilina.
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